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QUINZE ANNEES D’APPLICATION 
A LA PROPHYLAXIE DE LA DIPHTERIE 
DE LA VACCINATION PAR L’ANATOXINE SPECIFIQUE. 
RESULTATS D’ENSEMBLE 


par G. RAMON. 


Il y a trés exactement quinze ans, l’anatoxine diphtérique, 
dont l’innocuité et l’activité immunisante venaient d’étre 
démontrées sans conteste, dans des expériences chez |’animal, 
était proposée pour la prophylaxie de la diphtérie (4). 

Il semble opportun de dresser ici, aujourd’hui, un bref bilan 
de ces quinze premiéres années d’application a la lutte contre 
la diphtérie, de la vaccination au moyen de l’anatoxine spéci- 
fique (2). L’essor pris par cette vaccination dans notre pays 
d’abord, puis dans le monde entier, permet 1’établissement, 
& Vheure présente, d’un tel bilan. Ainsi, en France, on peut 
estimer actuellement 4 plus de trois millions le nombre des 
individus vaccinés a l’aide de l’anatoxine diphtérique, dont 


(1) Ramon (G.). Sur le pouvoir floculant et sur les propriétés immu- 
nisantes d’une toxine diphtérique rendue anatoxique (anatoxine). C. R. 
Acad. des Sciences, 117, décembre 1923, p. 1338. 

(2) Pour les renseignements bibliographiques concernant cette appli- 
cation, voir en particulier : Ramon (G.). Annales de Médecine, 42, 1937, 
p. 314 ; La Presse Médicale, n° 52, 1938. 
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prés d’un million dans l’Armée. Au Canada, ot, grace & 
Vheureuse initiative du professeur Fitz-Gerald (3), la vacci- ; 
nation anatoxique pénétra dés sa mise en évidence, plus de 
deux millions d’enfants, sur une population totale de dix 
millions d’habitants, ont été vaccinés. Aux Etats-Unis, a l’ins- 
tigation de notre éminent collégue, le D™ William Park (4), qui 
reconnut tout de suite, dés 1924, la valeur du nouveau procédé 
et s’en fit le z6lé propagateur, immunisation antidiphtérique 
par l’anatoxine connut immédiatement un grand développe- 
ment. A New-York, par exemple, le nombre des vaccinés 
était, en 1935, d’un million. En dehors de ces pays étrangers 
qui furent des premiers a l’adopter, la méthode a été introduite 
partout, dans les Etats d’Amérique du Sud, de |’Afrique du 
Sud et de Afrique du Nord, en Australie, en Chine, au Japon 
et, bien entendu, en Europe. 

Il n’est pas exagéré de prétendre que, fin 1938, plusieurs 
dizaines de millions d’individus ont bénéficié, de par le monde, 
de la vaccination au moyen de l’anatoxine diphtérique. 

Un tel essor rapide et universel n’affirme-t-il pas déja, a lur 
seul, la valeur d’une méthode dont la création date seulement 
de quinze années ? 


Innocuité de l’anatoxine diphtérique 
et suites de la vaccination. 


Le nombre vraiment considérable de vaccinations effectuées 


x 


autorise 4 affirmer, dés labord, l’innocuité pour l’homme 
de l’anatoxine diphtérique préparée et contrélée chez l’animal 


(3) « In 1925, écrivaient tout dernitrement Firz-Grraup, Fraser et 
Mac Kinnon, as a result of the work of Ramon, diphteria anatoxin 
prepared in the Connaught Laboratories, University of Toronto, was 
distributed to the provincial and local departments of health throughout 
Canada. This was done after careful laboratory and clinical studies had 
demonstrated its merit on the basis of innocuity and immunising 
properties as a specific preventive against diphteria. » The Lancet, 
12 février 1938, p. 391. 

(4) « In 1924, Zingher and I accepted the superiority of Ramon’s 
anatoxin » écrit Panx (W. H.). The Journ. of the Am. Med. Assoc., 409, 
20 novembre 1937, p. 16. 
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selon les régles trés rigoureuses que nous avons établies 
dés le début et que nous avons suivies depuis, a la lettre. 

Comme I’écrit Robert Debré (8) : « Pinnocuité de V'anatoxine 
s'est montrée aussi parfaite chez les millions d’individus qui 
ont regue en injection que chez les dizaines de millions 
d’animaux qui, précisément pour le controle de cette innocuité, 
ont servi de terrain d’épreuve ». 

A l'heure actuelle encore, aucun fait n’a été cité permettant 
de mettre en doute cette innocuité, aucun incident n’a pu 
étre rapporté qui puisse étre sciemment attribué A un reste 
de poison diphtérique, si minime soit-il, dans l’anatoxine. 
De plus, des confusions entre le sérum antidiphtérique et 
lanatoxine ayant été faites, celle-ci a été injectée, a hautes 
doses, aux lieu et place de celui-la, aucune suite facheuse n’en 
est résulté. Aubertin et Baudou (6), en particulier, ont signalé 
que 450 cent. cubes d’anatoxine ont été administrés par erreur 
& un adulte atteint de diphtérie, le malade n’en a éprouvé 
ultérieurement aucun dommage, il n’a méme pas présenté, 
soulignons-le aprés Aubertin et Baudou, de traces d’albumine. 
Récemment encore, un cas analogue a été sigmalé sans plus 
de dommage. Ces observations apportent, s’il en est besom, 
des preuves directes de l’innocuité de l’anatoxine, méme 
lorsqu’elle est injectée 4 dose considérable. 

Si l’anatoxine diphtérique posséde l’innocuité vraie qui 
reléve de ses qualités intrinstques, si, comme tous les essais 
l’ont établi, la transformation qui permet de l’obtenir 4 partir 
de la toxine de Roux et Yersin est irréverstble (7), elle est 
cependant capable de provoquer, de la part de certaims orga- 
nismes intolérants, des réactions plus ow moins vives, locales 
ou générales. Au dire de ]’immense majorité des auteurs, ces 
réactions sont trés rares chez les jeunes enfants, leur fréquence 
et leur intensité sont plus grandes chez les individus qui ont 
dépassé l’Age de huit & dix ans. Les réactions locales vraiment 
dignes d’étre relevées s’observent chez 2 4 3 p. 100 des sujets 


(5) Depré (Robert). La vaccination contre la diphtérie. Masson et Gis 


1932. 
(6) Avsrrin (E.) et Bauvou (P.). Paris Médical, 22, 1932, p. 393. 
(7) Voir, & ce propos, la confirmation de nos essais par Scumupr (S.). 


Ces Annales, 45, 1930, p. 337. 
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vaccinés, les réactions générales un peu fortes chez 5 a 
10 p. 100. De l’avis des cliniciens les plus autorisés, elles ne 
méritent pas de retenir d’une maniére exagérée l’attention des 
médecins (8). 

D’une facon tout a fait exceptionnelle, on a signalé des 
manifestations plus sévéres : cas de purpura anaphylactique 
et d’hématurie de méme origine, etc... (9). D’une fagon plus 
rarissime encore des cas plus sérieux, des accidents méme 
ont été rapportés dont certains ont été assimilés 4 des phéno- 
ménes réactionnels mais dont d’autres relévent, comme cela 
a été établi, de fautes opératoires (défaut d’asepsie) ou qui ont 
pour cause un état pathologique concomitant ou surajouté. Le 
moindre trouble apparaissant aprés une vaccination, quelle 
qu’en soit la nature, est toujours mis sur le compte de cette 
vaccination. 

Mais l’exception ne doit pas étre présentée comme la régle. 
Si les incidents ou accidents rarissimes de la vaccination ne 
doivent étre ni ignorés ni cachés, il ne faudrait pas non plus, 
en les colportant de bouche en bouche ou sous le manteau, 
en les répétant sous la plume, les multiplier dans l’esprit du 
public. Or, méme en y ajoutant certains cas malheureux qui 
se sont produits plus ou moins longtemps aprés Ja vaccination, 
et dont les relations étroites avec elle sont loin d’étre établies, 
combien sont-ils, en vérité, ces incidents ou accidents, en 
regard du nombre considérable d’injections d’anatoxine qu’on 
peut évaluer & prés de dix millions pour la France seulement, 
dont plus de trois millions & lheure présente dans l’armée : 
trois millions d’injections de vaccin mixte antityphoidique, 
antidiphtérique, antitétanique. Leur proportion est infiniment, 
incomparablement moindre que celle que i’on peut chiffrer 
pour d’autres méthodes d’immunisation active ou passive. Par 
exemple, on évalue 4 30 ou 40 p. 100 (10) Ja proportion d’acci- 
dents sériques de toute gravité survenant aprés les injections 
préventives de sérum antitétanique (ou antidiphtérique); 
d’aprés Mackenzie et Hanger, les manifestations dangereuses 


(8) Desré (Robert). Loc. cit. 


(9) Martin (L.), Lorszau (G.) et Larrartur (A.). Ces Annales, 42, 1928, 
p. 1010. 


(10) D’aprés Werssenpacn et Dreyrus (Gilbert). 


—s 
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Se produisent une fois sur 20.000 injections de sérum, et il y 
a un cas fatal pour 30.000 de ces injections. Sur 110.000 Injec- 
tions sériques, Pfaundler en compte 3 qui provoquérent un 
choc mortel. Dira-t-on que la nécessité de la vaccination anti- 
diphtérique s’impose moins que celle de V’injection de sérum 
antitétanique? Il n’en est rien, car le danger que court l’enfant 
du fait de la diphtérie, maladie épidémique, est beaucoup plus 
grand que le risque éventuel chez le blessé, du tétanos, infec- 
tion sporadique. 

Sans doute les incidents, les accidents survenant aprés la 
vaccination, sont toujours profondément regrettables ; aussi 
appartient-il au clinicien, & l’hygiéniste comme a ]’immuno- 
logue, de mettre tout en ceuvre, de prendre toutes précautions 
pour en réduire la gravité, pour en diminuer le nombre si petit 
soit-il, pour les éviter méme ; mais, cela dit, ces inconvénients 
éventuels ne doivent, en aucune facon, entraver la diffusion de 
la vaccination antidiphtérique, ils ne doivent pas faire oublier 
les bienfaits de la méthode qui a déja préservé, nous le verrons 
plus loin, des légions de vies humaines. 

Nous rapporterons, pour terminer ce chapitre, la conclusion 
émise lors d’une conférence tenue a Londres, en 1934, et 
réunissant, sous la présidence du professeur Madsen et sous 
les auspices du Comité d’Hygiéne de la Société des Nations, 
un certain nombre d’hygiénistes et de cliniciens de tous les 
pays : les réactions observées parfois aprés Vinjection des 
vaccins antidiphtériques ne sont pas redoutables et ne dotvent 
pas entraver la propagande en faveur de la vaccination des 
enfants, y compris les tuberculeux. 


Efficacité de la vaccination anatoxique. 


a) L’IMMUNITE ANTITOXIQUE CONFEREE PAR L’ ANATOXINE EN REGARD 
DE L’INFECTION DIPHTERIQUE. —- SON PERFECTIONNEMENT. 


Les premiers essais de Louis Martin, Darré, Loiseau_ et 
Laffaille, Roubinovitch, Zoeller, de Jules Renault et Lévy, ces 
derniers abandonnant le procédé qu’ils étaient en train de 
mettre au point pour se rallier 4 la méthode nouvelle, les essais 
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consécutifs de Lereboullet, Lesné, Ribadeau-Dumas, Weill- 
Hallé, Armand-Delille, Harvier, Robert Debré, etc., montrérent 
unanimement que l’anatoxine est bien capable de conférer, & 
Venfant comme a ladulte, Vimmaunité que caractérise la pré- 
sence, dans les humeurs du vacciné, de Vantitoxine spécifique. 
Grace a cette immunité antitoxique, l’individu vacciné peut 
étre protégé contre la toxi-infection diphtérique, le degré de 
protection acquise se montrant évidemment variable suivant 
les individus, selon aussi les conditions dans lesquelles la 
vaccination a été effectuée. Il fut bien vite établi, en effet, 
qu’une anatoxine dont le titre est de 8 a 10 unités (titre de 
Vanatoxine préparée au début), et qui est employée, a la dose 


totale de 24430 unités, en trois injections, suivant la technique — 


initiale, est capable de conférer V’immunité que décéle une 
réaction de Schick négative 4 95 p. 100 des sujets vaccinés, 
et cela dans les essais les mieux conduits par des dbaagests 
des vaccinations. 

Dans la pratique courante et pour différentes causes, ce pour- 
centage peut s’abaisser & 92 p. 100, quelquefois méme & 
90 p. 100. Dans ces conditions, 5 4 10 p. 100 des sujets n’ont 
pas été immunisés ou l’ont été insuffisamment et ne possédent 
pas le degré d’immunité indispensable pour étre protégés effi- 
cacement contre l’infection. Il n’est donc point surprenant que 
Von ait constaté l’apparition, parmi les sujets vaccinés, de cas 
de diphiérie d’intensité variable, depuis les diphtéries les plus 
bénignes guérissant le plus ordinairement seules, sans sérum, 
jusqu’aux diphtéries toxiques, voire méme fatales (tout a fait 
exceptionnellement), malgré la sérothérapie (41). Si certains 
cas de diphtérie apparaissant chez des sujets vaccinés peuvent 
étre rapportés a des défaillances de la méthode ou de |’orga- 
nisme, d’autres cas survenant chez les sujets considérés comme. 
vaccinés, sont imputables 4 des fautes de technique. Dans un 
article judicieux, Lereboullet et Gournay (12) ont appelé, dés 
1929, l’attention des praticiens sur divers défauts constatés 
dans la pratique journalitre de la vaccination. Ils ont été 
témoins de nombreux cas dans lesquels une enquéte minu- 


(11) Voir M" Favor. Thése Paris, 1933. M™* Zacpoun-VALENTIN. 
(Michelle). Thése Paris, 1934. 


(12) LeresoutseT et Gournay. Paris Médical, 19, 1929, p. 519. 


eS ee ae. 


QUINZE ANNEES DE PROPHYLAXIE DE LA DIPHTERIE 14 


tieuse a montré que les enfants vaccinés ou soi-disant tels 
avaient recu a des intervalles trop rapprochés, les trois injec- 
tions que comportait la vaccination ; dans quelques-uns de ces 
cas, une épreuve de Schick ou une injection de sérum a été 
confondue avec la vaccination au moyen de l’anatoxine, dans 
d'autres, enfin, des sujets, par suite de leur indocilité ou de leur 
nervosité, n’ont pas recu la quantité d’anatoxine indiquée, etc. 
A différentes reprises, le D’ Chalier et M"° Rougier, de Lyon, 
et d'autres auteurs encore sont revenus sur ce sujet et ont 
signalé la fréquence des vaccinations incorrectes dans les anté- 
cédents de diphtérie chez les vaccinés ou considérés comme 
tels (13). Ils demandent aux praticiens de bien observer les 
régles de la méthode et de prendre trés exactement leurs 
renseignements ‘sur la facon dont a été effectuée la vaccination 
chez un enfant atteint, dans la suite, de diphtérie. 

Les erreurs relevées par Lereboullet et Gournay, par Chalier 
et M" Rougier, les techniques défectueuses peuvent étre 
facheuses pour Jes sujets sur lesquels elles portent et qui 
risquent d’en étre les premiéres victimes ; elles peuvent, en 
outre, diminuer les bénéfices escomptés de la méthode et lui 
porter un tort immérité. 

A propos des cas de diphtérie chez les vaccinés, quelle qu’en 
soit la cause véritable, on oublie que l’absolu n'est pas du 
domaine de la Biologie non plus qwe de celui de la Médecine. 
On a tendance a considérer le chiffre global de ces cas et non 
leur relativité. On inscrit immédiatement au passif d'une 
méthode un insuccés méme partiel; on owblie plus vite encore 
de porter & son actif ses succés nombreux et complets. 

Si importance des cas de diphtérie se déclarant chez les 
individus qui sont considérés a tort ou a raison comme ayant 
été vaccinés ne devait pas étre exagérée outre mesure, il ne 
fallait pas non plus la nier ni s’en désintéresser. I] paraissait 
désirable de chercher A réduire, & supprimer méme le reliquat, 
si faible qu’il fit, de ces sujets qui demeurent réceptifs 4 la 
maladie, malgré la vaccination, d’autant que le nombre des cas 
de diphtérie chez les vaccinés augmentant & mesure que croit 


(13) CHatrer et M¥* Rovermr. Journal de Lyon, 5 janvier 1932 ef 
5 mars 1934. 
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Vessor de la méthode, celle-ci risquait de paraitre a la longue 
moms efficace qu'elle ne l’est vraiment. | 

En réalité, l’efficacité d’une méthode d’immunisation et le 
succes de cette méthode dans la prophylaxie d’une maladie 
telle que la diphtérie sont liés, d’une part, a l’obtention d’un 
degré d’immunité élevé chez le plus grand nombre de vaccinés 
sinon chez tous, d’autre part, aux facilités d’application 
qu’offre la méthode dans la pratique. Réaliser au mieux ces 
conditions, en ce qui concerne la vaccination par l’anatoxine 
diphtérique, tel était le but a atteindre. 

Ce sont les principes mémes qui ont présidé 4 1’établissement 
de la méthode anatoxique qui devaient servir de guides dans 
les recherches entreprises pour accroitre son efficacité. Ainsi, 
en quelques années, furent effectués une série de progrés 
a) obtention d’anatoxine de pouvoir antigéne élevé et douée 
par conséquent d’une grande activité immunisante (14) ; 
b) institution de l’injection dite de rappel (15) qui, pratiquée 
au bout de quelques mois ou un an aprés la vaccination, pro- 
voque une augmentation ie plus souvent considérable de 
Vimmunité et permet aux rares sujets non complétement 
immunisés aprés la vaccination, ou dont lVimmunité aurait 
sensiblement fléchi, d’atteindre, de récupérer et méme de 
dépasser largement le taux d’antitoxine nécessaire pour étre 
protégés contre la diphtérie; c) enfin, mise au point avec notre 
trés regretté collaborateur et ami Chr. Zoeller, du. procédé 
des vaccinations associées (16) qui repose sur lV utilisation 
d’un mélange de deux ou plusieurs vaccins anatoxiques ou 
microbiens, par exemple du mélange de vaccin antityphoi- 
dique et d’anatoxines diphtérique et tétanique, et qui offre 
Vavantage de réaliser plusieurs immunisations en méme temps 
avec, pour chacune d’elles, wne ejfficacité accrue. En ce qui 
concerne l’immunité 4 |’égard de la diphtérie, il a été prouvé, 
dés les premiéres applications, et cela a été confirmé unanime- 
ment depuis, que la vaccination antidiphtérique pratiquée 


(14) Ramon (G.). C. R. Acad. des Sciences, 139, 1929, p. 178. Ramon (G.) 
et Bernrueor (A.). C. R. Soc. de Biol., 140, 1932, p. 580. 
(15) Ramon (G.) et Zoztier (Chr.). Ces Annales, 44, 1927, p. 805. 


(16) Ramon (G.) et Zortuer (Chr.). C. R. Soc. de Biol., 94, 1926, p. 106 ; 
Bull. Acad. de Méd., 95, n° 5, 1926, etc. 


os 44. 2 eae 
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selon la formule des vaccinations associées est capable de 
conférer l’immunité que révéle une réaction de Schick négative 
a 100 p. 100 des sujets vaccinés. Le procédé des vaccinations 
associées est done un perfectionnement certain de nos méthodes 
dimmunisation, qui ajoute encore a l’efficacité de l’anatoxine 
diphtérique. 


b) La DIMINUTION DE LA MORBIDITE ET DE LA MORTALITE 
DIPHTERIQUES SOUS L’INFLUENCE DE LA VACCINATION. 


L’influence sur la morbidité et sur la mortalité diphtériques 
de la vaccination par l’anatoxine spécifique devait se faire 
sentir, dés sa mise en pratique, dans les collectivités res- 
tremtes et plus ow moins isolées. C’est ce que nous exami- 
nerons dés |’abord. 

A titre d’exemple, on peut rappeler les résultats obtenus, 
dans les premiéres années de l’application de la méthode, dans 
une Ecole primaire départementale a Vitry (Seine), comprenant 
900 éléves (internat). En rapportant, dés 1929, leurs observa- 
tions, concernant cette application, Louis Martin, Loiseau et 
Laffaille ont fait connaitre (47) que, « pendant deux années, 
Jes enfants complétement immunisés par trois injections d’ana- 
toxine n’ont présenté aucune manilestation diphtérique appa- 
rente, ils étaient réfractaires 4 la toxi-infection diphtérique 
toujours préte a renaitre, comme le prouvent les cas de mala- 
die survenus chez les éléves nouveaux, avant la vaccination, 
et existence de nombreux cas dans la population de Vitry ». 
Depuis 1926, dans cette méme école, la vaccination est effectuée 
chaque année avec soin chez les nouveaux entrants et les excel- 
lents résultats acquis montrent toute la valeur de la méthode, 
réguligrement et systématiquement appliquée, pour la prophy- 
laxie de la diphtérie. 

On peut rappeler également les essais poursuivis de 1926 
a 1934 A l’Hépital maritime de Berck, essais dus a l’initiative 
des regrettés fréres Mozer (18). Pour une population constante 


(17) Voir Martin (L.), Lorsrau (G.) et Larrarize (A.) Bull. Acad. de Méd. 
402, 1929, p. 336. ay 

(18) Mozer (M. et G.). Bull. et Mém. Soc. Méd. des Hépitauz, 44, 
1928, p. 1443. 
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de 1.000 enfants hospitalisés, on Ie sait, pour tuberculose 
osseuse et qui comporte de nombreux mouvements d’entrées et 
de sorties, il y eut & Berck, avant le début de la vaccination, 
437 cas de diphtérie avec 42 décés durant les années 1923-1925. 
Aprés une période d’organisation et de tatonnements, pendant 
laquelle on constata une diminution déja sensible de la mor- 
bidité, la vaccination est méthodiquement pratiquée a partir 
de 1928. Durant les trois années 1928-1929-1930, il y eut seule- 
ment 40 cas de diphtérie, dont 4 cas mortel chez un enfant 
qui présentait, malgré la vaccination, une réaction de Schick 
positive. Ces essais, réalisés dans des conditions particuliére- 
ment sévéres et difficiles, fowrnissaient non seulement de nou- 
velles preuves de lefficacité de la vaccination en milieu 
constamment infecté et réinfecté par les apports microbiens du 
dehors, mais encore affirmaient labsence de danger dans 
Vapplication de la méthode chez les tuberculeux, ce quia été 
confirmé depuis par la pratique trés fréquente de la. vaccination 
antidiphtérique, dans les sanatoriums. Cette innocuité de l’ana- 
foxine apparait plus manifeste encore lorsque l’on sait qu’a 
Berck, par exemple, on avait renoncé a la vaccination anti- 
typhoidique & cause des réactions qu’elle provoque chez les 
tuberculeux. 

De 1927 & 1933, écrivent J. Parisot, Melnotte et Engel, un 
seul décés par diphtérie est survenu sur un total de 6.449 
enfants ayant séjourné au préventorium de Flavigny (Meurthe- 
et-Moselle) et vaccinés. La mortalité est donc restée exception- 
nellement faible (0,16 p. 100.000). L’évolution de la morbidité 
dans le méme préventorium est encore saisissante puisqu elle 
passe de 10 p. 100 (1927) 4 1,4 p. 100 dés entrée en scéne 
de la vaccination, 4 0,47 p. 100 sous le régime de |’immunisa- 
tion contrdlée (19). 

Une fois de plus éclate, disent J. Parisot et ses collabora- 
teurs, l’efficacité de la vaccination antidiphtérique, seule 
capable d’assurer en milieu préventorial, plus qu’en tout autre 
encore, la prophylaxie de la diphtérie. 


(19) Parisor (J.), Metnorre (P:) ct Encrn (G.). Revue d’Immunoiogie, 
4, 1935, p. 501. 
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Les résultats obtenus dans les grandes collectivités ne sont 
pas moins significatils. 

Une application des plus remarquables de la vaccination 
antidiphtérique est. poursuivie dans l’armée francaise depuis 
le début de 1930. Cette application a été réalisée par étapes 
successives et. selon la formule des vaccinations associées. On 
sait que, d’abord, la vaccination antidiphtérique associée & la 
vaccination. antityphoidique a été inscrite et recommandée dans 
la loi du 24 décembre 1934 qui a rendu cette vaccination obli- 
gatoire dans. les, garnisons, forces navales, ete , ow la diphtérie 
se manifeste a l’état endémique. Dans des communications qui 
ont été présentées devant |’ Académie de Médecine, dans divers 
rapports, le médecin général inspecteur Dopter (20), & qui est 
due: l’initiative de l’imtroduction de la méthode dans |]’armée, 
a fait. connaitre les heureux résultats obtenus a l’aide de cette 
méthode. Il a montré, en particulier, que l’épreuve de Schick 
devient négative chez 100 p. 100: des sujets vaccinés 4 l’aide 
de deux injections du mélange @’anatoxime diphtérique et de 
vaccin antityphoidique. Confirmant ainsi pleinement les pre- 
miéres données qu’avec Chr. Zoeller nous avions acquises dans 
ce domaine, Dopter y ajoute encore des renseignements épidé- 
miologiques, qui ont d’autant plus de valeur qu’ils proviennent 
d'une grande collectivité. « La vaccination préventive par 
Vanatoxine associée a la vaccination antityphoparatyphoi- 
dique a donné, écrit-il en 1933, d’excellents résultats. Partout 
ou elle a été mise en pratique, la diphtérie a pour ainsi dire 
disparu chez les vaccinés, alors qu’elle a continué 4 se mani- 
fester chez les non-vaccinés et chez les sujets qui ont été 
vaccinés incomplétement », et Dopter de conclure : « L’armée 
a déja retiré, et retirera encore des « vaccinations associées », 
un bénéfice impressionnant. Cette méthode constitue une arme 
puissante capable de s’ opposer victorieusement au développe- 


(20) Dorrer (Ch.). Bull. Acad. de Méd., 104, 1931, p. 94; 107, 1932, 
p 676. Ces Annales, 50, 1933. 
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ment des épidémies qui peuvent survenir ». De nombreuses 
publications émanant de médecins de régiments et d’hédpitaux 
militaires sont venues appuyer les conclusions émises par 
Dopter. 

A la suite des résultats tout a fait démonstratifs obtenus dans 
de nombreuses formations militaires, en ce qui concerne la 
prophylaxie de la diphtérie, en utilisant le vaccin mixte « anti- 
diphtérique-antityphoidique », des essais de vaccinations asso- 
ciées antidiphtérique-antitétanique-antityphoidique ont été 
entrepris dans l’armée a J’instigation du médecin général 
inspecteur Rouvillois. Ces essais auxquels le médecin général 
Sacquépée et ses collaborateurs ont pris une large part pour 
l’évaluation des diverses immunités conférées par la vaccina- 
tion, ayant été fort concluants tant en ce qui concerne |’inno- 
cuité que l’efficacité du vaccin triple, un projet de lot permet- 
tant de rendre obligatoire dans Varmée les vaccinations 
antidiphtérique, antitélanique, en les associant a la vaccina- 
tion antityphoidique, a été voté par le Parlement le 15 aott 
1936. La loi a été rendue immédiatement effective et dans le 
courant du dernier trimestre de l'année 1936, les 400.000 
hommes présents sous les drapeaux ont été soumrs & la vacti- 
nation assocrée triple ; fin 1938, prés de 800.000 hommes ont 
été ainsi vaccinés, dont 600.000 ont regu, apres la vaccination, 
Vinjection dite de rappel. 

Les effets de la vaccination triple obligatoire n’ont pas tardé 
a se faire sentir. A défaut d’une statistique générale, le méde- 
cin colonel Pilod vient de faire connaitre celle concernant une 
« région militaire » de l’Est (21). 


Bi SIEBER) Guo ot 172 cas de diphtérie (10,1. pour 4.000 hommes). 
NeLOSS sas, tees e 101 cas de diphtérie ( 5.94 pour 1.000 hommes). 
1). WB oe oa 102 cas de diphtérie ( 5,4 pour 1.000 hommes’. 
[Dial HINES, Ga oon 68 cas de diphtérie ( 2,7 pour 1.000 hommes). 
Lin VeVi Seen Bee 19 cas de diphtérie ( 0,6 pour 4.000 hommes). 


De 1933 a 1936, indique Pilod, la diminution progressive des 
cas de diphtérie est due 4 l’application de plus en plus étendue 
de la vaccination associée au moyen du vaccin mixte TAB 


(21) Pitop. Revue Médicale Francaise, 19, 1938, p. 377. 
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+anatoxine diphtérique, dans les garnisons les plus atteintes 
par l’endémo-épidémie diphtérique. A partir du moment que 
la vaccination triple antidiphtérique, antitétanique, antityphoi- 
dique rendue obligatoire a été pratiquée chez tous les hommes 
de l’effectif (novembre 1936), on a assisté & une chute brutale 
de la morbidité par diphtérie puisque le nombre des cas, qui 
était en 1933 de 172, est descendu en 1937 & 49 (0,6 p. 1.000), 
parmi lesquels plusieurs sont survenus chez les hommes qui, 
pour des raisons diverses, n’avaient pas subi la vaccination (22). 
L’énorme réduction, conclut Pilod, des cas de diphtérie obser- 
vés dans cette région militaire apporte la preuve incontestable 
de la haute valeur immunisante de la vaccination assoctée triple 
a Végard de la toxi-infection diphtérique. 

D’autres indications de grande valeur, sur |’efficacité dans 
Varmée de la vaccination antidiphtérique obligatoire, ont été 
fournies tout récemment par le médecin capitaine Sohier (23), 
qui a réuni dans une statistique portant sur dix années, le 
nombre des malades atteints de diphtérie et celui des décés dus 
a cette affection dans le service des contagieux de l’Hépital du 

“ Val-de-Grace. 


Service des contagieux de V’hépital du Val-de-Grace. 


ee de aypiistiek dy) aseee 
LPs .4 Sorbet e ROR DAG) lop Sern Dy aCe emcee 163 2 
ASD OM Mase CEPA cats. os als) Go crust bes, fe 435 3 
EE ower SLOG Ae Gee Oe a kee once PO ae ee 80 4 
LIB BBE G84 Bone! aioe 0 awe iG. canon Os aCe 81 0 
SIE oe Sema ge a a A 123 3 
NEEDS 5 cap Ne Sl OMe Roeited Meelbseteeceen aemor ee 90 4 
NOD CRMs hae i fran) feel orgie. ss 85 0 
TOS aie are ks oo yet a, eee al nhs 145 0 
ANGENGis cB hea ae OO Seat SOE Sane RON ert aoe 98 4 
‘NOEs -<Gaetamke Maite) OM cas tole ouncn arcs 43 (dont 3 douteux). 0 
4938 (9 premiers mois)......... 9 0 


Il apparait, d’aprés cette statistique, que le nombre des 
malades atteints de diphtéries vraies et envoyés au Val-de- 
Grace pour hospitalisation, a diminué considérablement. Alors 


(22) Cas de diphtérie survenant par exemple entre 1l’incorporation 


des recrues et leur vaccination. a 
(23) Souter (R.) et Buvar (J.-F.). Société de Médecine Militaire fran- 
gaise, n° 8, octobre 1938, p. 415. 
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qu’il avait toujours été, dans les années favorables, avant la 
vaccination, égal ou le plus souvent supérieur a 80, il a été de 
43, dont 3 cas douteux, en 1937, puis de 9 durant les trois pre- 
miers trimestres de 1938. Les 13 cas de diphtérie authentiques. 
de 1937 ont été constatés chez des malades non vaccinés pour 
des raisons diverses (jeunes recrues récemment incorporées, 
officiers, sous-officiers ayant échappé 4 immunisation, etc.). 
Parmi les 3 angines diphtériques douteuses, du reste légéres, 
on trouve deux sujets vaccinés et un n’ayant recu qu'une vacci- 
nation incompléte. Sur les 9 cas de diphtérie de 1938, on trouve: 
5 sujets non vaccinés et 3 incomplétement vaccinés ; 1 seul 
avait recu les trois injections. 

Le médecin capitaine Aujaleu corrobore les renseignements: 
recueillis au Val-de-Grace en signalant que, dans le service des 
contagieux de |’hdpital Percy, il n’est entré, en 1937 et 1938, 
que trois malades atteints de diphtérie, tous trois non vaccinés. 
On peut dire, dés maintenant, que la diphtérie clinique tend a 
disparaitre de l’armée. 

Si l’on veut bien examiner sans parti pris, Mais avec un 
juste esprit critique, les résultats obtenus dans l’application 
des vaccinations associées dans l’armée, on reconnaitra que 
cette application représente la démonstration la plus évidente- 
de ce que peut réaliser la vaccination obligatoire en ce qui 
concerne la prophylaxie de la diphtérie. Les services rendus 
dans l’armée, dés le temps de paix, par la vaccination anti- 
diphtérique, font de plus bien augurer des avantages que l'on 
retirerait éventuellement de la vaccination antilétanique qui 


luz est associée. 


* 
* ok 


Si la vaccination au moyen de l’anatoxine diphtérique est 
facile & mettre en ceuvre dans des sanatoriums, dans l’ar- 
mée, etc., elle est plus difficile 4 appliquer dans les collectivités 
rurales, dans les centres urbains. Cependant déja, dans cer- 
taines de ces collectivités, dans certains de ces centres, elle a. 
pu faire la preuve, au cours de ces derniéres années, de son 
efficacité grace aux efforts des hygiénistes et des praticiens. 

Ainsi, dans le département de l’Ain, le D’ Poncet (24) estime 


(24) Poncer. Rapport au Conseil général, 1938. 
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qu’a la date du 20 aodt 1938, et depuis sept ans, prés de 30.000 
enfants ont été vaccinés, environ 50.000 ne l’ont pas été. Or, 
en 1937, il y a eu dans ce département 163 cas de diphtérie 
déclarés, dont 155 avec 5 décés chez les non vaccinés et 10 cas 
chez les vaccinés sans décés. 

Le D’ Basse (25) a montré derniérement, & propos d’une épi- 
démie de diphtérie sévissant dans le département des Vosges, 
que dans les communes ow la majorité des enfants avait été 
vaccinée (plus de 60 p. 100) avant l’apparition de cette épi- 
démie, la morbidité a été nulle. Dans les communes ov la vacci- 
nation a été faite en cours d’épidémie, rapidement et A un taux 
suffisant (66 4 90 p. 100), l’épidémie a été arrétée ; dans celles 
ou la vaccination a été effectuée chez un pourcentage insuffi- 
sant, l’épidémie a continué. Le D" Basse conclut que, d’aprés 
les essais du département des Vosges, la vaccination, pour étre 
efficace, doit étre faile correctement et intéresser une propor- 
tion relativement élevée d’ enfants. 

Le D* Mallard fait les mémes constatations dans le départe- 
ment de la Cote-d’Or. Il en est de méme dans de nombreux 
départements. 

Dans une ville du centre, 4 Montlucon, le D’ Cléret (26), en 
prenant, en 1930, la direction des Services d’hygiéne, se préoc- 
cupe de généraliser la vaccination antidiphtérique. En plein 
accord avec les médecins praticiens, il organise des séances 
de vaccination et, de décembre 1930 & janvier 1933, il réussit 
& vacciner prés des deux tiers de la population enfantine. Du 
contréle épidémiologique assuré dans les meilleures conditions, 
il ressort que, sur 1.492 enfants non vaccinés, il a été constaté 
48 cas de diphtérie clinique, soit une moyenne de 32,12 pour 
- 1.000 ; il y eut 6 décés, soit 4 décés pour 1.000 enfants non 
vaccinés et 12,8 décés pour 100 cas de diphtérie. Sur les 2.260 
enfants considérés comme correctement vaccinés (ayant recu 
de 30 & 75 unités anatoxiques), il a été observé 6 cas de diph- 
térie, soit une moyenne de 2,63 pour 1.000 vaccinés. Il n’y 
eut aucun décés. 


(25) Basse (H.) et Coumty (Henriette). Voir Rapport : Siécle Médical, 


15 aotit 1938. 
(26) Crtrer (H.). Bull. Acad. de Méd., 410, n° 4, 1984 ; Revue d’Immu- 


nologie, 1, 1935, p. 570. 
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Des résultats équivalents ont été obtenus a Saint-Etvenne, 
ville ouvriére de 200.000 habitants, ot la vaccination par 
lanatoxine a été appliquée, a partir de 1928, par les soins du 
D® Poulain, directeur du Bureau municipal d’Hygiéne (27). 


* 
* % 


A Paris, les tout premiers essais de vaccination par l’ana- 
toxine ont été effectués a partir de 1924, et ont été poursuivis 
progressivement durant les années suivantes ; il est bien évi- 
dent que, dans ces conditions, ils ne pouvaient avoir une 
influence immédiate sur la morbidité et sur la mortalité par 
diphtérie (28). C’est surtout & partir de 1928 que la pratique 
de la vaccination a pris une certaine extension dans |’agglo- 
mération parisienne. Actuellement, on peut estimer a prés de 
30 p. 100 le nombre des enfants vaccinés, ce qui ne veut pas 
dire toutefois que le nombre des enfants correctement vaccinés 
et immunisés atteint ce chiffre. Or, si l’on se reporte aux 
statistiques, on constate que la mortalité diphtérique est, a 
Paris, en régression constante et trés nette depuis quelques 
années. 


[ DECES POURCENTAGE 
ANNEES ar 


0 pour 
diphtérie 100.000 habitants 


LOR eg Grete, oe , cacao semtOn © Rpunens ean Tene ke Colt rena 318 AM 
USP ADS ener apices FOR OMAR 1am Cr GSO eOM en. Gwen he Be 5 299 10 
OSG 0 See cad et oct Pinte coches Pounce aoe 927 8,2 
OS Neen A Tet AREER, cho Sai, Seen eae eR 229 7,9 
BOD Dery ala. ence es 2s, tend oy eee, reg ae 248 8,6 
[DEL eee eee e Sege nee ere LL SE 178 6,2 
TOSS Nas rn he, Botta teas a a ceos ee 137 5,4 
AOSD! CEE chris, Areas. et ot Meee ienel Carey nets eet ee ae 104 3.6 
(REL Ro meMRON ER MG on. Chas Te eS amo t 8. 5 do 107 3,7 
by AOR Eee cee I ono, oc. oulb aimee ot el 6 87 3 
UES BY NG) grey Couey EONS) SG 5 6 WD 5 86 oe 55 2,70 


(27) Pouta, Bull. Acad. de Méd., 5 juillet 1932 ; Revue d’Hygiéne, 56, 
n° 6, p. 401 ; ces Annales, novembre 1932. 

(28) A ce propos, un Conseiller général, Maire d’une grande ville de 
France, s’étonnait récemment que la vaccination qui, en réalité, avait 
été effectuée sur un trés faible pourcentage d’enfants, n’ait pas arrété 
net et méme n’ait pas fait disparaitre la diphtérie dans cette ville. 
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Ainsi, le nombre des décés par diphtérie a passé de 348 en 
1928 4 87 en 1937, et en 1938 il sera moins élevé encore, il 
ne dépassera probablement pas 80. En 1937, il y a donc eu 
231 décés de moins qu’en 1928. Les chiffres de 1936 et 1937 
sont les plus bas qu’on ait jamais connus. Comment ne 
pas attribuer 4 la vaccination par l’anatoxine la diminution 
de plus en plus importante au cours de ces derniéres années 
de la mortalité par diphtérie ! On pourrait mettre en avant, 
pour expliquer sinon en totalité, du moins en partie, cette 
réduction de la mortalité, le déclin d’une épidémie. Mais, la 
diphtérie n’a-t-elle pas continué a sévir a Paris, comme dans 
d’autres villes, avec la méme fréquence parmi la population 
enfantine non soumise a la vaccination (29) > La vaccination 
par l’anatoxine diphtérique est donc venue accroitre trés sensi- 
blement les avantages déja obtenus dans la lutte contre la 
diphtérie, grace a la sérothérapie spécifique, dont la premiére 
application a été réalisée en 1894 4 | Hépital des Enfants- 
Malades, par Emile Roux, Louis Martin et Chaillou. Sous les 
effets conjugués, d’une part, du sérum antidiphtérique rendu 
de plus en plus actif grace aux progres réalisés dans son obten- 
tion (30), et de plus en plus judicieusement utilisé au lit du 
malade et, d’autre part, de l’anatoxine diphtérique dont l’em- 
ploi préventt{ s’étend chaque jour, la diphtérie qui faisait a 
Paris il y a cinquante ans 1.500 victimes, n’en fait plus, en 
1937, que 8&7. Le pourcentage des décés par diphtérie pour 
400.000 habitants est tombé, durant le méme laps de temps, 
de 80 & moins de 3, je dis bien moins de 3. N’est-ce pas 
la une belle victoire de la clinique et du laboratoire sur la 
maladie >? 

Quelles responsabilités encourent ceux qui, délibérément, 
on ne sait dans quelle intention, cherchent a jeter le discrédit 
sur des méthodes qui donnent de telles preuves de leur 
efficacité ! 


(29) Il y a deux mois éclatait aux portes de Paris, 4 Saint-Denis, une 
épidémie de diphtérie qui, en quelques jours, fit 5 victimes. 

(30) Voir, 4 ce propos, Ramon (G.). C. R. Acad. des Sciences, séance du 
12 décembre 1938. 
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* 
* * 


A Vétranger, les résultats obtenus a la suite de l’application 
correctement faite de la méthode anatoxique ne le cédent en 
rien 4 ceux acquis en France. 

En Belgique, par exemple, la vaccination au moyen de l’ana- 
toxine est réalisée, depuis 1929, dans les organisations de 
protection de l’enfance, et par les soins de MM. Timbal (direc- 
teur de l’hygiéne) et Nélis. En quelques années, plus de 15.000 
enfants ont été vaccinés et cela avec succes. Ainsi, dans une 
colonie scolaire, au cours des trois années 19341-41932-1933, et 
sur un total de 3.700 enfants, on n’a pas enregistré un cas de 
diphtérie clinique vraiment caractérisé chez les enfants régu- 
liérement vaccinés, alors qu’avant la vaccination on constatait 
annuellement, dans la méme colonie, une trentaine de cas au 
moins (31). 

La vaccination antidiphtérique par l’anatoxine a pris quelque 
extension, dans le canton de Genéve, a partir de 1929 et sur- 
tout a dater de 1932, époque a laquelle elle a été déclarée 
obligatoire pour les enfants des écoles. Il y eut bien quelques 
protestations contre Vobligation, mais dans la suite tout 
s’apaisa. Le Conseil fédéral de Berne confirma d’ailleurs le 
principe de l’obhgation décrétée par le canton de Genéve, et 
débouta les protestataires. Or, de 1929 & 1936, il n’y a pas eu 
de décés chez les enfants vaccinés alors que, yusqu’en 1933, 
on a eu a déplorer annuellement 4 ou 5 décés parmi les écoliers 
non vaccinés ; en 1934 pas de décés; en 1935 1 décés chez 
une fillette de quatorze ans (non vaccinée), en 1936, pas de 
décés (82). 

A peine les premiers essais d’immunisation avaient-ils été 
elfectués en France que la prophylaxie de la diphtérie au moyen 
de l’anatoxine fut entreprise au Canada. Sous 1’énergique 
impulsion du professeur Fitz-Gérald et de ses collaborateurs, 
cette prophylaxie fut réalisée sans désemparer, et cela sur une 


(31) Nétus (P.). Contribution & le protection de Venfance par la lutte 
contre la diphtérie (Imprimerie Fr, Centerick, Louvaim, 1934). 
(32) AupEoup (H.). Revue Médicale Suisse Romande, 52, 1937, p. 294. 
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trés grande échelle. Nous l’avons dit, prés de deux millions 
d’individus, sur dix millions d’habitants du Canada, sont 
vaccinés par l’anatoxine selon notre technique (3 injections). 
La morbidité et la mortalité ont considérablement baissé (38). 
Dans la province d’Ontario, en 1924, il y eut 3.473 cas de 
diphtérie avec 322 décés, soit 10,3 pour 100.000 habitants ; 
en 1936 on enregistrait seulement 290 cas de diphtérie et 
31 décés, soit 0,8 pour 100.000 habitants. A Hamilton, ville 
de 150.000 habitants, ot a été réalisée en premier lieu la vacci- 
nation anatoxique aprés son introduction au Canada, il n’y a 
pas eu de décés par diphtérie depuis 1930, et aucun cas de 
diphtérie depuis 1933 ! A Toronto, ville de 650.000 habitants, 
104.000 enfants ont été vaccinés depuis 1926 par les médecins 
adhygiéne, au moyen de trois doses d’anatoxine, et environ 
13.000 enfants ont été vaccinés par le médecin de famille. 
L’effet de cette immunisation massive au cours des années est 
tel que la morbidité diphtérique tombe de 164 p. 100.000 en 
1930 a 3,5 p. 100.000 en 1934. Durant la période de quinze 
mots, de janvier 1934 a mars 1933, il n’y a pas ew un seul 
décés par diphtérie ; de méme, et pour la seconde fois, en 
4937, aucun décés n’a été signalé dé 4 la diphtérie. Des chiftres 
aussi éloquents pourraient étre fournis pour Montréal et la 
province de Québec. 

Ces résultats obtenus au Canada, dans les villes comme dans 
les districts ruraux, & Vaide d'une méthode francaise, par des 
services d’hygiéne parfaitement organisés et bien dotés, nous 
les dédions aux incrédules, aux négateurs systématiques de 
nolre pays qu’a connus et combattus Pasteur autrefors. 

En ce qui concerne les Etats-Unis, une campagne de vacci- 
nation antidiphtérique, particuliérement active de 1929 a 1936, 
a été menée sous la haute autorité de William H. Park dans la 
ville de New-York. Or, de 1924 & 1929, pendant la période 
d’organisation de la vaccination, on enregistrait en moyenne 
chaque année 10.000 cas de diphtérie et 700 morts (41,2 pour 
400.000 habitants). En 1936, aprés la campagne de vaccination, 


(33) Voir les nombreux documents publiés a cet égard par Firz- 
Grab, Fraser, Mac Kinnon et Ross (Mary). The Lancet, 12 février 1938, 
p. 391 ; Bulletin of the New-York Academy of Medecine, septembre 1938, 
p. 566. 
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il y a eu seulement 1.14 cas de diphitérie avee 3 morts. soit 
0.47 pour 100.000 habitants G4): done encere GO vies 
d@enjants épargnées chaque année & New-York seulement. 
N'est-ce pas la un beau résuliat & porter & Tact de 
TFanaiorme et & citer en exemple dans noire propre pays ? 


> 
=x 

En résumé, on constate en France et & [éiranger, wne dim 
nution de la morbidité et de la merialité dans les collectinités 
' petites ou grandes, dans les villes, ete., ob Ia vacemation au 
moyen de l'anatoxine a été appliquée, cette diminution stant, 
bien entendu, plus ou moins importante, suivant les conditions 
plus ou moins sitisfaisantes dans lesquelles Is vaccination a 
été pratiquée 

La valeur de la méthode de prophylarie de la diphiérie par 
Venaiorme spécijique s ajjirme done plemmement d-mesure que 
son application s étend. Qui pourrait nier, en effet, en toute 
bonne foi, la valeur d'une méthode qui, mise en cuyre en 
quelques années sur des millions d‘individus et dans toutes 
les contrées du globe, a pu réduire, lorsqu’elle a &é carree- 
tement et largement appliquée. de 70, de 90 p. 100 ef méme 
davantage. la morbidité diphtérique dans les collectivités vac- 
cinées et sest montrée capable d’abaisser, dans des propor- 
tions au moms aussi grandes, sSinen plus grandes encore. A 
mortahté due & la diphitérie > 

La Conférence de la vaccination antidiphiérique, réunie & 
Londres en 19314, sous les auspices du Comité dhygiéne de Is 
Société des Nations, et comprenant un certain nombre d’ex- 
perts de tous les pays, émettait, dés cette époque, les conch 
sions suivantes : 

La vacemaiion conire la diphiérie provoque wre diminution 
importante de la morialité et de la morbidité parmi les vac 
emés. La diminution de la morialité et de la morbidité est 
considérable chez les enjanis vaceinés dans de bonnes condi- 
tions avec des vacems efficaces. Lanaioxine est le vecein le 


—_— 


(34) Voir, & ce propos, Gramuw Forsss. British Med_ Journ. décembre 
1987, p. 1209. 
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plus efficace de tous les antigénes ayant fait ’objet d'une étude 
comparative. 


Déductions. Conclusion. 


Des résultats euregistrés a l’heure présente, on doit tirer 
um enseignement pour l’avenir. Des applications comme celles 
faites en France, 4 l’hépital maritime de Berck, au prévento- 
rium de Flavigny, & Montlucon, a Saint-Etienne, 4 Paris, dans 
divers départements, dans l’armée, etc., doivent fournir des 
indications. Des campagnes de vaccination anatoxique comme 
celles si bien conduites aux Etats-Unis, et si parfaitement 
menées au Canada, doivent servir de modéles. 

En suivant avec attention l’application de la vaccination dans 
une collectivité petite ou grande, on se rend compte que la 
méthode n’a son plein rendement, en ce qui concerne la dimi- 
nution de la morbidité, que lorsque toute cette collectivité ou 
presque, a été soumise a la vaccination. D’ailleurs, les consta- 
tations faites dans les grandes villes comme Toronto, New- 
York, Paris, ne nous ont-elles pas appris que la baisse de la 
morbidité et de la mortalité par diphtérie est en relation trés 
étroite avec lVextension progressive de la vaccination. C'est 
seulement lorsque 30, 30 p. 100 des enfants de ces villes sont 
vaccinés, et bien vaccinés, que l’on commence & voir les effets 
de la méthode. Ce n’est que lorsque la proportion des vaccinés 
atteint 70, 80 p. 100 de la population enfantine que la vacei- 
nation porte vraiment ses fruits. 

Tous ces faits montrent a l’évidence qu’il faut, dans une 
ville, dans un département, dans une contrée, non pas limiter 
la vaccination 4 quelques groupes épars, & quelques collecti- 
vités restreintes, mais l’étendre 4 la majorité des enfants, 
sinon a tous. On doit organiser méthodiquement la vaccination, 
la rendre systématique, voire méme obligatoire. 

Déja plusieurs Etats, comprenant leur réle dans la lutte 
contre les maladies, ont institué Vobligation de la vaccination 
anatoxique, en particulier la Hongrie, la Pologne, la Rowmanie, 
le canton de Genéve, celui-ci épris de liberté individuelle 


pourtant, etc... 
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En France, nous l’avons vu, la vaccination antidiphtérique 
est obligatoire dans l’armée, selon la formule des vaccinations 
associées (loi du 15 aofit 1936). Les hygiénistes, les médecins 
inspecteurs des Ecoles de Paris, aprés avoir appliqué la 
méthode, se sont rendu compte, mieux que quiconque, de tout 
le bénéfice que l’on retirerait de l’obligation de la vaccination ; 
ils en ont saisi la nécessité, ils l’ont sans cesse réclamée au 
cours de ces derniéres années. Un projet de loi (proposition 
du D* Léculier, député), tendant 4 rendre obligatoire la vacci- 
nation par l’anatoxine diphtérique, a été adopté par la 
Chambre des Députés (séance du 20 février 1936). Plus de deux 
ans aprés, le Sénat l’a adopté a son tour (séance du 2 juin 
4938), sur Vintervention du Ministre de la Santé publique, 
M. Marc Rucart. La loi a été promulguée le 28 juin 1938. 
L’Académie de Médecine va étre appelée incessamment 4 se 
prononcer sur le Réglement d’administration publique et, 
demain, Ja vaccination antidiphtérique obligatoire par |’ana- 
toxine sera donc une réalité en France, ot la méthode a été 
établie il y a quinze ans. 


* 
* OK 


Ainsi, les résultats obltenus depuis 1923 dans tous les pays 
comme en France, et plus encore peut-étre qu’en France, con- 
sacrent donc incontestablement Vinnocuité et Vefficacité de ta 
vaccination au moyen de l’anatoxine diphtérique. 

Ils entrainent la conviction de voir disparaitre la diphtérie 
par la pratique systématique et, mieux encore, obligatovre de 
cette méthode de prophylazxie spécifique qui, 4 Vheure actuelle, 
partout ou elle a été correctement et judicieusement mise en 
ceuvre, a permis une réduction, le plus souvent considérable, 
de la morbidité et de la mortalité dues 4 la diphtérie, maladie 
éprdémique. 

A propos de cette universalité de l’emploi de l’anatoxine et 
des résultats les plus probants déja acquis dans le monde 
entier, je me permettrai de reproduire ici une phrase que 
prononcait Pasteur, il y a un demi-siécle, a l’inauguration de 
l'Institut qui porte son nom : « Si la science n’a pas de patrie, 
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Vhomme de science doit en avoir une et c’est a elle qu’il doit 
reporter l’influence que ses travaux peuvent avoir dans le 
monde ». 


[Le présent mémoire est extrait d'un exposé qui a été fart 
de 20 décembre 1938 devant l’Académie de Médecine et que 
celle-ci, aprés avoir entendu les avis autorisés et tres favorables 
des professeurs Robert Debré, E. Sergent, Jules Renault, 
F. Bezancon (33), a unanimement approuvé.] 


(85) Voir Bull. Acad. de Méd., seance du 20 décembre 1938. 


ESSAI DE BACTERIOTHERAPIE CUTANEE LOCALE 


par A. BESREDKA. 


Les recherches sur le charbon, qui sont a la base de Ja doc- 
trine de l’immunisation locale ont fait ressortir le réle de la 
peau, tant au point de vue de l’infection que de Vimmunité. 
La peau étant, dans le charbon, le tissu réceptif par excel- 
lence, ]’immunisation de ce dernier devait se confondre avec 
celle de l’organisme tout entier. De la est né le principe de la 
vaccination cutanée contre les bactéridies, ainsi que contre 
un grand nombre d’autres germes ayant une affinité élective 
pour la peau. 

Nous nous sommes demandé si on ne saurait rendre |’orga- 
nisme plus résistant en renforcant son appareil cutané 
par des moyens autres que par des vaccins spécifiques. Des 
résultats qui méritent d’étre retenus ont été obtenus par nous 
au moyen de la bactériothérapie cutanée locale. Nous avons 
choisi comme test pour ces expériences l’infection charbon- 
neuse. 

Voici quel fut leur point de départ. Dans un lot de 
lapins ayant recu dans la peau une dose sirement mortelle 
de bactéridies (deuxiéme vaccin), nous eimes un jour la 
surprise de constater, chez un de ces lapins, 1l’absence 
d’cedéme et une survie définitive. Examiné de prés, cet animal 
fut trouvé porteur, au niveau de l’inoculation, d’une goutte- 
lette de pus renfermant des streptocoques A ]’état pur. 

Est-ce & ces streptocoques que le lapin en question était 
Tedevable de l’absence presque totale des réactions locale 
et générale ? 

Pour nous rendre compte du mécanisme de ce phénoméne, 
nous avons combiné de diverses maniéres les injections de 
bactéridies, d’une part, et de streptocoques, d’autre part. Ces 
deux microbes étaient administrés en méme temps ou a des 
intervalles dilférents, du méme cOté ou sur des cétés opposés, 
sous la peau ou dans la peau. Dans plusieurs expériences, les 
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streptocoques étaient remplacés par des staphylocoques ou 
par des vibrions cholériques. 

Dans toutes ces expériences, il a été fait usage de cultures 
en bouillon dgées de vingt-quatre heures de bactéridies de 
deuxiéme vaccin charbonneux. Les streptocoques provenaient 
de cultures de vingt-quatre heures, fortement diluées (1/40), 
sur gélose ou en bouillon glucosé. — 

Voici, a titre d’exemple, trois expériences, choisies parmi 
les plus récentes : 


EXPERIENCE I. (19 mai et 15 juin.) 


Lapin 170 (témoin). — 19 mai : 0c. c. 5 de deuxiéme vaccin charbon- 
neux sous la peau. 23 mai : Mort de charbon. 


Lapin 168. — 19 mai : Mélange de 0 c. c. 5 de deuxiéme vaccin + 1/10 
strepto dans la peau. 

21 mai : légére rougeur de la peau ; 22 mai : peau rose ; 24 mai : 
peau légérement épaissie ; 25 mai : induration de la peau ; 26 rnai : 
induration de la peau ; 28 mai : deux petites crotites. Survie définitive. 

Lapin 169. — 19 mai : Mélange de 0 c. c. 5 de deuxiéme vaccin + 1/10 
strepto dans la peau. 

21 mai : peau rouge ; 22 mai : peau rose ; 24 mai : léger cedéme, peau 
rouge ; 25 mai : peau épaissie ; 25 mai : deux croititelles. Survie défi- 
nitive. 


Lapin 166. — 19 mai : Mélange de 0 c. c. 5 de deuxiéme vaccin + 1/10 
strepto sous la peau. 

21 mai : cedéme rose de la peau ; 22 mai : cedéme rose de la peau; 
24 mai : cedéme rouge ; 25 mai : cedéme rouge ; 26 mai : crodte noire ; 
27 mai : crotite noire. Survie définitive. 

Lapin 167. — 19 mai : Mélange de 0c. c. 5 de deuxiéme vaccin + 1/10 
strepto sous Ja peau. 

Le lapin se comporte comme le précédent. 


Lapin 159. — 19 mai : 0 c. c. 5 de deuxiéme vaccin sous la peau. 
Siz heures aprés : strepto (1/10) sous la peau, au méme niveau. 

21 mai : trés légére réaction cutanée ; 22 mai et les jours suivants : 
réaction presque nulle. 

Lapin 160. — 19 mai : 0 c. c. 5 de deuxitme vaccin sous la peau. 
Siz heures aprés : strepto (1/10) sous la peau, au méme niveau. 

21 mai : cedéme rouge; 22 mai : gros cedéme rouge localisé ; 
24 mai : cedéme limité. Les jours suivants, la peau devient normale ; 
le lapin survit. 

Lapin 161. — 19 mai : 0c. c. 5 de deuxiéme vaccin sous la peau. 
Six heures apres : strepto (1/10) sous la peau, au méme niveau. 

21 mai : eedéme rouge ; 22 mai : ceedéme rouge ; 24 mai : presque pas 
de réaction locale. 25 mai : Mort avec des bactéridies dans le sang. 
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Lapin 164. — 19 mai : 0 c. c. 5 de deuxiéme vatcin sous la peaw 
Six heures aprés : strepto (1/10) sous la peau, du cété opposé. 
24 mai : Mort du lapin avec bactéridies dans le sang. 


Lapin 165. — 19 mai : 0 c. c. 5 de deuxiéme vaccin sous la peau. 
Siz heures aprés : strepto (1/10) sous la peau, du cdété opposé. 

24 mai : Mort du lapin avec bactéridies dans le sang. 

Lapin 162. — 19 mai : 0 c. c. 5 de deuxitme vaccin sous la peau. 
Siz heures aprés : strepto (1/10) dans la peau, au méme niveau. 

21 mai : tout petit abcés ; 22 mai : deux petites indurations ; 24 mai : 
léger épaississement de la peau. 

15 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau du cdté 
opposé. 

16 juin : cedéme rose ; 17 juin : cedéme rose ; 19 juin : petite papule- 
rose. Survie définitive. ; 

Lapin 163. — 19 mai : 0 c. c. 5 de deuxiéme vaccin sous la peau. 
Six heures aprés : strepto (1/10) dans la peau, au méme niveau. 

21 mai : cedéme, peau rouge ; 22 mai : cedéme, peau rouge ;. 
24 mai : peau rose ; 25 mai : crottelle. 

15 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau, du cété opposé. 

16 juin : gros cedéme rouge ; 17 juin : boule rouge ; 19 juin : papule ;. 
20 juin : tuméfaction rouge ; 22 juin : petite croite. Survie définitive. 


En résumé : 


Les lapins de cette expérience ont recu, tous, des bacté- 
ridies 4 une dose stirement mortelle (n° 170). 

Quatre lapins ont regu un mélange d’une dose mortelle de 
bactéridies et une certaine quantité de streptocoques, les uns 
dans la peau (n® 168 et 169), les autres sous la peau (n® 166: 
et 167). Tous ces lapins ont survécu. 

Trois lapins ont recu d’abord des bactéridies sous la peau, 
puis six heures aprés, du méme cété, & proximité des bacté- 
ridies, des streptocoques sous la peau: un de ces lapins est 
mort de charbon (n° 164) ; les deux autres (n* 159 et 160) 
ont présenté des réactions locales plus ou moins vives. IIs. 
ont survécu. 

Deux lapins ont regu, d’abord, des bactéridies sous la peau, 
puis six heures aprés, du cdlé opposé, des streptocoques sous 
la peau. Les deux lapins sont morts de charbon (n° 164 et 165). 

Deux lapins ont recu, d’abord, des bactéridies sous la peau, 
puis, six heures aprés, du méme cété, des streptocoques dans 
la peau (n° 162 et 163). Ils ont survécu. 

Ces deux lapins (n™ 162 et 163), éprouvés dans la suite 
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(45 juin) avec une dose sirement mortelle de bactéridies, se 
montrérent solidement vaccinés. 


EXPERIENCE II. (27 mai et 4 juin.) 


Lapin 191. — 2.000 grammes. 27 mai : 1 cent. cube de deuxiéme 
vaccin sous la peau. 1° juin : mort de charbon. 
Lapin 198. — 2.100 grammes. 27 mai : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin 


dans la peau. 31 mai : mort de charbon. 


Lapin 181. — 1.850 grammes. 27 mai : mélange de 1 cent. cube de 
deuxiéme vaccin + 1 cent. cube strepto (1/40) dans la peau. 

28 mai : petite rougeur ; 29 mai : tuméfaction rouge ; 30 mai : 
tuméfaction rose ; 31 mai : tuméfaction rose ; 1° juin : réaction a 
peine visible ; 2 juin : presque rien. 4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme 
vaccin dans la peau. 8 juin : ceedéme rouge localisé ; 9 juin : eedéme rouge 
localisé ; 10 juin : tuméfaction rouge ; 13 juin : tuméfaction rouge. 
Survie définitive. 

Lapin 182. — 1.970 grammes. 27 mai : mélange de 1 cent. cube de 
deuxiéme vaccin + 1 cent. cube strepto (1/50) dans la peau. 

28 mai : léger épaississement de la peau ; 29 mai : légére rougeur- 
laquelle disparait les jours suivants. 

4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau. 

8 juin : toute petite rougeur ; 9 juin : petite papule ; 10 juin : pas- 
de réaction. Survie définitive. 


Lapin 179. — 1.950 grammes. 27 mai : mélange de 1 cent. cube de 
deuxiéme vaccin + 1 cent. cube strepto (1/40) sous la peau. Pas de 
réaction locale. : 

4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau. 

8 juin : léger cedéme. Pas de réaction locale les jours suivants. Survie 
définitive. 

Lapin 180. — 2.000 grammes. 27 mai : mélange de 1 cent. cube de 
deuxiéme vaccin + 1 cent. cube strepto (1/40) sous la peau. Pas de 
réaction locale. 

4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau. 

8 juin : tuméfaction rouge ; 9 juin : petite tuméfaction ; 10 juin : 
tuméfaction pdle ; 13 juin : petite boule. Survie définitive. 


Comme dans l’expérience précédente, les lapins de cette 
deuxiéme expérience ont recu une dose de bactéridies strement 
mortelle (n°* 194 et 193). 

Deux lapins (n°* 181 et 4182) ont recu un mélange de 
bactéridies et de streptocoques dans la peau ; deux autres 
lapins (n°** 179 et 180) ont recu le méme mélange sous la 
peau. Tous ont survécu : les premiers ont présenté une 
réaction locale, d’ailleurs Iégére ; les derniers n’ont pas eu 
de réaction du tout. 
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Les uns et les autres, éprouvés dans les huit jours qui ont 
Suivi avec une dose sirement mortelle de charbon, se mon- 
trérent doués d’une immunité solide. 


EXPERIENCE III. (4 juin et 15 juin.) 


Lapin 198. — 2.030 grammes. 

4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin anticharbonneux dans la 
peau ; 7 juin : mort de charbon. 

Lapin 200. — 2.020 grammes. 

4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin anticharbonneux dans la 
peau : 7 juin : mort de charbon. 


Lapin 196. — 1.830 grammes. 

4 juin : mélange de 1 cent. cube de deuxiéme vaccin + 1 cent. cube 
strepto (1/40) dans la peau. 

8 juin : tuméfaction rouge ; 9 juin : peau rose, épaissie ; 10 juin : 
peau légerement épaissie ; 13 juin : petite tumeur pale ; 14 juin : petit 
abcés (>). 

15 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau, au méme 
niveau que précédemment. 

16 juin : cedéme rouge ; 17 juin : trés faible réaction locale ; 18 juin : 
trés faible réaction locale ; 19 juin : pas de réaction. 

Lapin 197. — 1.850 grammes. 

4 juin : mélange de 1 cent. cube de deuxiéme vaccin + 1 cent. cube 
strepto (1/40) dans la peau. 

8 juin : tuméfaction locale rouge ; 9 juin : gros épaississement de la 
peau ; 10 juin : épaississement moyen ; 13 juin : petite tumeur pale ; 
14 juin : petite tumeur pale. Survie définitive. 

15 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau, au méme 
niveau que précédemment. 

16 juin : edéme rouge ; 17 juin : cedéme rouge ; 18 juin : peau noi- 
ratre ; 19 juin : léger cedéme ; 20 juin : léger cedéme. Survie défi- 
nitive. 


Lapin 199. — 1.880 grammes. 

4 juin : mélange de 1 cent. cube de deuxiéme vaccin + 1 cent. cube 
strepto (1/40) sous la peau. 

8 juin : pas de réaction locale ; 9 juin : pas de réaction locale ; 
10 juin : pas de réaction locale ; 12 juin : mort. A l’autopsie, pleurésie 
purulente. Sang : bacilles gram négatifs. 

Lapin 201. — 1.830 grammes. 

4 juin : Mélange de 1 cent. cube de deuxiéme vaccin + 1 cent. cube 
strepto (1/40) sous ia peau. 

8 juin : pas de réaction locale ; 9 juin : pas de réaction ITocale ; 10 juin : 
pas de réaction locale. Survie définitive. 


Lapin 202. — 1.950 grammes. 

4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau, ad droite, Trois 
heures aprés : 1 cent. cube strepto (1/40) dans la peau, du méme 
cété, au méme niveau. 
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8 juin : tuméfaction rouge ; 9 juin : peau rouge épaissie ; 10 juin : 
peau rouge épaissie ; 13 juin : peau pale, indurée ; 14 juin : peau pale 
indurée. 

15 juin : 1 cent. cube de deuxidme vaccin dans la peau. 

16 juin : cedéme ; 17 juin : léger cedéme ; 18 juin : léger cedéme ; 
19 juin : petite crofite rouge. Survie définitive. 

Lapin 203. — 1.950 grammes. 

4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau, A droite. Trois 
heures apres : 1 cent. cube strepto (1/40) dans la peau, au méme 
niveau. 

8 juin : tuméfaction rouge ; 9 juin : peau rouge épaissie ; tumé- 
faction localisée ; 13 juin : petite tumeur rose ; 14 juin : peau rose. 

15 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau. 

16 juin : wedéme, point noir ; 17 juin : ceedéme, point noir ; 19 juin : 
peau oedématiée, crotite rouge, peau légérement tuméfiée ; 22 juin : 
petite crotite. Survie définitive. 


Lapin 206. — 1.830 grammes. 

4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau, A droite, une 
partie sous la peau (?). Trois heures aprés : 1 cent. cube strepto (1/40) 
dans Ja peau, du cété oppose. 

7 juin : trouvé mort. L’autopsie n’a pas pu étre faite. 

Lapin 212. — 1.830 grammes. 

4 juin : 1 cent. cube de deuxiéme vaccin dans la peau, A droite. Trois 
heures aprés : 1 cent. cube strepto (1/40) dans la peau, du cété opposé. 

9 juin : mort de charbon. 


Dans cette troisitme expérience, |’intervalle entre 1l’injec- 
tion des bactéridies et celle des streptocoques a été de trois 
heures, au lieu de six, mais la dose de bactéridies injectées 
dans la peau a été sensiblement supérieure & celle employée 
dans les expériences précédentes : les deux témoins (n®™ 4198 
et 200) furent trouvés morts au troisiéme jour aprés l’inocu- 
lation. 

Deux lapins (n®* 206 et 2412) qui ont recu, d’abord, des 
bactéridies, puis, trois heures aprés, des streptocoques dans 
la peau, du cdté opposé, ont succombé au charbon. 

Deux lapins (n® 202 et 203) qui ont recu, d’abord, des bac- 
téridies, puis, trois heures aprés, des streptocoques dans la 
peau, du méme cédté, ont survécu. Eprouvés dans la suite 
(15 juin) avec une dose sfirement mortelle de bactéridies, ils 
se montrérent vaccinés. 

Quatre lapins ont recu des bactéridies et des streptocoques 
simultanément, en mélange : deux dans la peau (n™ 196 et 
497) et deux sous la peau (n® 199 et 201). Sur ces quatre 
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lapins, un a succombé a une infection intercurrente (pleuré- 
sie purulente & microbes gram négatifs) ; les trois autres ont 
survécu sans présenter de réaction locale appréciable. Deux 
d’entre eux (n° 196 et 197) furent éprouvés dans la suite 
avec une dose sirement mortelle de bactéridies. Hs demeu- 
rérent indemnes. . 

Des essais de bactériothérapie dans lesquels les strepto- 
coques étaient remplacés par des staphylocoques ou des 
vibrions cholériques, nous ont donné des résultats beaucoup 
moins favorables. 

Il ressort ainsi de l’ensemble des. expériences que nous 
venons de rapporter et d’autres semblables, que la présence 
des streptocoques, chez un animal en proie a des bacilles de 
charbon, loin de lui étre préjudiciable, comme on l’admet 
généralement, peut, au contraire, dans bien des cas, exercer 
une action salutaire. 

Le mécanisme de cette action est, & notre avis, complexe. 
Des expériences in vitro nous ont montré que |l’ensemence- 
ment simultané de bactéridies et de streptocoques est suivi, 
d’abord, d’une prédominance de ces derniers et d’un arrét 
momentané de la croissance des bactéridies. A cette action 
inhibitrice des streptocoques in vitro, vient s’ajouter, a notre 
avis, une réaction inflammatoire locale que les streptocoques 
provoquent in vivo, et qui se traduit par le renforcement de 
Vimmunité naturelle locale de la peau. Entre ces deux 
microbes pathogénes, bactéridies et streptocoques, possédant 
tous les deux une affinité pour la peau, i! s’établit une sorte 
d’interférence d’action, & la faveur de laquelle l’animal survit 
4 Vinfection charbonneuse mortelle et acquiert dans la suite’ 
une immunité active solide a l’égard de cette derniére. 


CONCLUSIONS. 


Une dose mortelle de bactéridies, inoculée simultanément 
avec des streptocoques, laisse le lapin en vie : cette ino- 
culation, pratiquée dans la peau, est suivie d’une réaction 
cutanée limitée et de courte durée ; pratiquée sous la peau, 
elle passe 4 peu prés complétement inapercue. Dans un cas 
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comme dans l’autre, l’animal acquiert une immunité active 
contre le charbon. 

Dans le cas ot les streptocoques sont administrés plusieurs 
heures aprés les bactéridies, le lapin peut survivre & la dose 
mortelle de celles-ci & la faveur de la streptothérapie cutanée 
locale, si les streptocoques sont injectés dans l’aire intéressée 
par les bactéridies et directement dans la peau ; l’animal 
ainsi traité acquiert une immunité active contre le charbon. 


MECANISME DE L’ACTION CHIMIOTHERAPIQUE 
DE CERTAINS DERIVES SOUFRES 
DANS LES PNEUMOCOCCIES EXPERIMENTALES 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et M™ D. KRASSNOFF. 


Domagk (1) et ses collaborateurs Mietzsch et Klarer furent 
les premiers a démontrer, dés 1935, que certains dérivés ben- 
zéniques appartenant au groupe des chrysoidines sulfamidées 
sont capables de déterminer la guérison des _ infections 
streptococciques expérimentales de la souris. Cette découverte 
apparut hors ligne, au fur et & mesure que les recherches 
concernant la chimiothérapie des maladies infectieuses micro- 
biennes s’amplificrent. Tréfouél, Nitti et Bovet (2) montrérent, 
en effet, que la fonction azoique n’est pas indispensable 
pour gue l’activité thérapeutique antistreptococcique puisse 
se manifester. La moitié de la molécule de cet azoique (soit la 
p-aminophénylsulfamide) agit également, d’ot l’importance 
de la fonction SO, NH, dans la guérison médicamenteuse des 
streptococcies. Mais cette fonction est-elle la seule & remplir 
un tel rdle ? Nullement, puisque toute une pléiade de cher- 
cheurs viennent de prouver que d’autres fonctions sulfurées, 
telles les sulfones (3), les sulfoxydes (4), les sulfures (5), les 
thiophénols (6) se comportent de méme, a peu de chose prés. 


(1) Domacx. Deutsch. med. Woch., n° 7, 1935, p. 250 ; Angew. Chemie, 
48, 1935, p. 657 ; Klin. Woch., n° 44, 1936, p. 1585. 

(2) Trrrovét, Nirrt et Bover. C. R. Soc. de Biol., 120, 1935, p. 756 ; 
Bull. de lInstitut Pasteur, n° 8, 1938, p. 385; Ann. médico-chirurgi- 
cales, 3, 1938, p. 61. 

(3) Burriz, Srepuenson, Smipt, Dewine et Foster. The Lancet, 6 juin 
1937, p. 1335. Fourneau, Trerovit, Nirrt et Bover. C. R. Ac. des 
Sciences, 204, 1937, p. 1763 ; Bull. Ac. de Méd., 118, 1937, p. 210. 

(4) Grrarp, Ray et Ricwarp. Nature, 140, 1937, p. 293. Levaprri et 
VaismAN. La Presse Médicale, n° 78, 1937, p. 1371. 

(5) Fourneau, TrREerovit, Nirri et Bover. Loc. cit. : 

(6) Guey. C. R. Ac. des Sciences, 204, 1937, p. 1907. Gury et Girarp. 
C. R. Soc. de Biol., 125, 1937, p. 1027. 
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Présentement, la chimiothérapie antimicrobienne voit son 
domaine s’épanouir chaque jour davantage. Parmi les infec- 
tions susceptibles d’étre guéries par ces médications, la mé- 
ningococcie, la pneumococcie, la gonococcie, les brucelloses, 
certaines maladies 4 ultravirus viennent s’ajouter A la strep- 
tococcie. Hl en résulte une polyvalence chimiothérapique éton- 
nante, si bien que les progrés accomplis dans le domaine 
expérimental et pratique sont, 4 l’heure actuelle, de tout pre- 
mier plan. 

Or, parallélement & ces investigations chimiothérapiques 
proprement dites, d’autres recherches, non moins impor- 
tantes, ont été effectuées, afin de préciser, autant que faire 
se peut, le mécanisme présidant & la guérison médicamen- 
teuse des maladies infectieuses bactériennes. Nous nous som- 
mes, dés le début, attachés a l'étude de ce probléme et, dans 
une série de publications, dont la premiére date de 19385 (7), 
nous avons alfirmé qu’en intervenant dans le conflit qui s’en- 
gage entre les armes défensives de l’organisme et le strep- 
tocoque, l’agent thérapeutique agit, d’abord, en s opposant 
a l’encapsulation du germe, en empéchant ce dernier de se 
revétir de cette cuirasse protectrice, dont le réle dans les 
processus phagocytaires est prédominant {c/. les recherches de 


Bordet (8), confirmées par de nombreux auteurs; cf. égale- 
ment Levaditi (9)]. Ensuite, en neutralisant les toxines que 


le streptocoque élabore (nous entendons par 1a l’hémolysine et 
la leucocidine). Nous avons (40), en effet, mis en évidence 
l’action antihémolytique et antileucocidique exercée in vitro 
par le 4’-sulfamido-2-4-diaminoazobenzéne, fait confirmé par 


Meyer (44-12). 


(7) Levaprr1 et Vaisman. C. R. Ac. des Sciences, 200, 1935, p. 1094 ; 
C. R. Soc. de Biol., 149, 1935, p. 946 ; La Presse Médicale, n° 103, 1935, 
p. 2097 ; C. R. Soc. de Biol., 120, 1935, p. 1077. 

(8) Bornper. Ces Annales, 141, 1897, p. 127. 

(9) Levapitr. Biologie médicale, 10, 1913, p. 309. 

(10) Levaprri et Varsman. C. R. Soc. de Biol., 120, 1935, p. 1077. 

(11) Meyer. Quart-Bull of Sea view Hosp., 2, 1937, p. 148. 

(12) D’aprés Gross, Cooper et Lewis (Proc. Soc. exp. Biol and Med., 
38, 1938, p. 275), si le pouvoir neutralisant de cet azoique et de la 
p-aminophénylsulfamide a 1l’égard de Vhémolysine streptococcique est 
trés faible, ne dépassant pas une unité hémolytique, par contre, celui 
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En outre, nos recherches récentes (13) ont révélé les 
propriétés antiendotoxiques de quelques composés benzéniques. 
& fonction sulfamide, sulfone ou sulfoxyde, en sorte que 
le facteur antitoxique nous apparait comme particuliérement 
efficace dans le mécanisme, 6minemment complexe, qui pré- 
side & la guérison chimiothérapique des maladies microbiennes. 

« Ainsi, maté dans ses moyens agressifs, le germe est réduit 
au sort des microbes dépourvus de virulence : il devient la prote 
des phagocytes, lesquels le dévitalisent complétement, ou, tout 
au moins, le rendent inoffensif temporairement. » Et de con- 
clure : « Le sort de la thérapeutique par les composés azoiques 
dépend du potentiel défensif de l’organisme lut-méme. Si ce 
potentiel est déficient ab ovo, lefficacité curative sera elle- 
méme insuffisante. Lu stérilisation totale ne sera oblenue que 
si, réunis, l’indice de résistance et l’action acapsulogénétique et 
antitoxique du médicament se trouveront portés au maczi- 
mum » (Levaditi et Vaisman, loc. cit.). 


* 


* 
* 


Nous en étions 1a lorsque, comme nous l’avons déja dit,. 
Tréfouél, Nitti et Bovet (loc. cat.) découvrirent l’efficacité thé- 
rapeutique antistreptococcique de la p-aminophénylsulfamide. 
Pour la premiére fois, on soutint que, pour agir curativement, 
les chrysoidines sulfamidées devaient, au préalable, se scinder 
dans Vorganisme, pour mettre ainsi en liberté cette p-amino- 
phénylsulfamide. Or, cette importante découverte conduisit 
quelques expérimentateurs & concevoir d’une maniére tant soit 


peu différente le mécanisme d’action des médicaments anti- 
streptococciques. Colebrook, Buttle et O’Meara (14), de méme 


que révéle le Prontosil II (soluble) est manifestement plus accusé. 
Remarquons, toutefois, qu’il s’agit ici de réactions in vitro, n’ayant 
qu’une valeur indicative ; les choses peuvent se passer tout autrement 
dans l’organisme vivant, ot des traces d’hémolysine seraient neutra- 
lisées au fur et 4 mesure de leur élaboration par le streptocoque (statu 
nascendi). Le pouvoir antihémolytique de la p-aminophénylsulfamide 
est réel, quoique peu marqué dans le tube & essais (HuntincTon. Proceed. 
Soc. exp. Biol. and Med., 38, 1938, p. 328). 

(13) Lévapritr et Vaisman. C. R. Ac. des Sciences, 205, 1937, p. 1108 ; 
C. R. Soc. de Biol., 126, 1937, p. 1092 ; Ibid., 128, 1938, p. 383, 463 et 
873. 

(14) Cotzsroox, Butrte et O’MEara. The Lancet, 231, 1936, p. 1323. 
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que Colebrook et Kenny (15) et Long et Bliss (16), ayant révélé 
l’activité, non pas réellement bactéricide, mais bactérrostatique 
de la p-aminophénylsullamide in vitro (47), on attribua a cette 
activité l’effet curatif constaté chez les animaux contaminés 
par le streptocoque hémolytique. Or, s’il apparait certain que 
le phénoméne de la bactériostatie a une portée générale, en ce 
sens qu il a été constaté non seulement avec le streptocoque, 
mais encore avec le pneumocoque (18), le méningocoque (49), 
le M. melitensis (20), le gonocoque (24), il n’en est pas moins 
vrai, cependant, que d’aucuns hésitent A considérer cette bac- 
tériostatie comme l’unique facteur agissant dans la chimiothé- 
rapie antiinfectieuse. En ce qui nous concerne, la théorie bac- 
tériostatique nous apparatt comme trop simpliste. Que la des- 
truction zm vivo du streptocoque, chez les animaux traités, soit 
un phénoméne identique 4 la bactéricidie qu’un antiseptique 
quelconque réalise dans le tube & essais, voila qui nous semble, 
pour le moins, improbable. La complexité des processus 
présidant 4 la dévitalisation des germes dans l’organisme 
. vivant, peu importe si cette dévitalisation appartient au 
domaine de l’immunité naturelle, de l’état réfractaire spéci- 
fique, ou de la chimiothérapie, est telle, que tout chercheur, 
pour peu qu'il posséde des connaissances biologiques suffi- 
santes, hésite avant de souscrire sans réserves a une telle 
conception. L’un de nous (22) a montré, dans un récent tra- 
vail, ce qu’il en fallait retenir, et combien certaines des con- 
clusions qui en découlent sont en contradiction avec les 


(15) Coresroox et Kenny. The Lancet, 230, 1936, p. 1279. 

(16) Lone et Briss. J. Am. med. Assoc., 108, 1937, p. 32. 

(17) Cf. les recherches antérieures de Fourneau, Trerovitn, Nrrri et 
Bovet (C. R. Soc. de Biol., 122, 1936, p. 652) concernant l’action empé- 
chante de la p-aminophénylsulfamide sur la pullulation des moisissures. 

(18) RosenrHat. Publ. Health Rep., 52, 1937, p. 48, 192 et 1211. 

(19) Brannam et Rosenrnan. Publ. Health Rep., 52, 1937, p. 686. 

(20) Nirrr, Bover et Deprerre. C. R. Soc. de Biol., 424, 1937, p. 16. 

(21) Fetxe. Klin. Woch., 47, 1938, p. 13. Levavirr et Vaisman. C. R. 
Soc. de Biol., 127, 1938, p. 1428. Domacx. Dermatol. Woch., 107, 1938, 
(Mo le 

(22) Levapit1. Le mode d’action des dérivés benzéniques sulfurés dans 
les infections microbiennes expérimentales. Monographie de l'Institut 
Alfred Fournier, n° 5, novembre 1937. 
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données expérimentales. A notre avis, les principales objec- 
tions sont les suivantes : 

D’abord, le fait que la fonction sulfamide n’est pas la seule 
& jouir de qualités thérapeutiques 7m vivo. Nous venons de 
voir, en effet, que d’autres fonctions (sulfone, sulfoxyde, 
sulfure, thiophénol) se comportent de méme. Or, aucun des . 
composés, supports de ces fonctions, ne peut donner lieu, 
dans l’organisme vivant, 4 la formation de la p-aminophény]l- 
sulfamide. L’hypothése de la bactériostatie, ne s’appliquant 
qu’a cette p-aminophénylsulfamide, et, tout au plus, aux 
sulfones [cf. Buttle et ses collaborateurs (23)], offre donc un 
caractére particuliérement restrictif et ne saurait étre généra- 
lisée au dela de ce qu’autorisent les expériences. 

Ensuite, cet autre fait, & savoir que la p-aminophénylsul- 
famide, réputée bactériostatique in vitro, n’agit pas mieux 
(au contraire !) lorsque, au lieu de |’administrer per os, ou 
par voie sous-cutanée, on l’injecte dans la cavité: péritonéale 
de la souris, au contact méme du streptocoque, donc dans des 
conditions ot l’action microbicide devrait se manifester au 
maximum (Levaditi, loc. cit.). Colebrook (24) ayant mis en 
doute la portée de cette objection, nous avons montré, a 
nouveau (25), que le fait est aussi exact que sont justifiées les 
conclusions qui s’en dégagent (26). 


* 
* Ok 


En somme, nous nous trouvons, a l’heure actuelle, en pré- 
sence de deux conceptions assez opposées l’une a 1]’autre. 

D’aprés la premiere, le médicament agirait aprés s ’étre trans- 
formé dans l’organisme en un dérivé réellement efficace, dérivé 
encore inconnu et dont l’activité serait polyvalente, sa polyva- 
lence comportant, cependant, des variantes, suivant l’espéce, 
voire méme la souche microbienne prise en considération. 


(23) ButrLe, STEPHENSON, SmitH, DEewine et Fostrr. The Lancet, 5 juin 
1937. p. 1831. Domacx, Dermatol. Woch., 107, 1938, p. 797. 

(24) CoLeBRoox. Brit. med. Journ., 1, 1938, p. 840. 

(25) Levaprri et Vatsman. C. R. Soc. de Biol., 128, 1938, p. 476. 

(26) D’autres contradictions viennent d’étre signalées par Domacx 
(Dermatol. Woch., 107, 1938, p. 797). 
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Dans le cas des azoiques sulfamidés, la matiére premiére 
de ce dérivé serait la p-aminophénylsulfamide elle-méme, issue 
de la scission in vivo de ces azoiques. C’est ce dérivé actif qui, 
agissant sur le germe par l’intermédiaire de l’organisme, 
ralentirait sa multiplication et empécherait sa capsulation, le 
rendant ainsi facilement phagocytable. C’est donc l'appareil 
défensif phagocytaire qui assure, en dernier lieu, la dévitalisa- 
tion du microbe. A cela s’ajoute l’action antitoxique, antiendo- 
toxique et antileucocidique. 

L’expression « par l’intermédiaire de l’organisme » néces- 
site, cependant, quelques précisions. D’aprés nous, l’organisme 
intervient dans le conflit qu'il engage avec le germe patho- 
gene, en transformant le médicament, en réglant le rythme 
de son élimination, en entravant la multiplication normale du 
microbe (qu’il prive des principes nutritifs indispensables a 
cette multiplication), en empéchant la capsulogénése, et, enfin, 
en assurant la destruction temporaire ou définitive de ce 
microbe au moyen de l’appareil phagocytaire. 

D’aprés la seconde conception, c’est Ja p-aminophénylsul- 
famide elle-méme qui, agissant en tant qu’antiseptique chi- 
mique, détruit le streptocoque, si elle se trouve en quantité 
suffisante dans la circulation sanguine. Il est vrai que certains 
des partisans de cette seconde conception, en particulier Tré- 
fouél, Nitti et Bovet (27), témoignent, actuellement, quelque 
tendance & se rapprocher de notre maniére de voir, en ce sens 
qu’ils admettent l’intervention de la défense phagocytaire, 
défense sur laquelle Domagk (28) et nous-méme avons été les 
premiers a attirer l’attention. Tréfouél et ses collaborateurs 
écrivent, en effet, que la p-aminophénylsulfamide « exerce 
directement et sans transformation préalable, une action toxi- 
que sur les germes microbiens, qui se trouvent alors particulté- 
rement vulnérables et sont secondairement détruits et éliminés 
par les processus normaua de défense de l’orgamisme ». Or: 
nul n’ignore que, dans ces « processus normaux de défense », 
la phagocytose joue un des principaux rdles. 


(27) Trérovit, Nirt1 et Bover. Annales médico-chirurgicales, 3, 1938, 


p. 61. 
(28) Domacx. Deutsch. med. Woch., n° 7, 1935, p. 250. 
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* 
* OK 


Etant donné ]’état présent du probléme, nous avons estimé 
nécessaire d’entreprendre des recherches analogues, non pas 
avec le streptocoque, mais avec le pneumocoque, germe dont 
le potentiel capsulogénétique est infiniment plus accusé que 
celui du coccus en chainettes. Quoique nous ne possédions pas, 
dans notre arsenal thérapeutique, des médicaments benzé- 
niques sulfurés jouissant de propriétés curatives aussi remar- 
quables que celles des agents chimiques antistreptococciques, 
nous avons pensé que les résultats seraient, du fait méme 
des propriétés intrinséques du pneumocoque (virulence, 
variétés, qualités antigéniques, etc.), plus démonstratifs. Nos. 
espoirs n’ont pas été décus, au contraire. 

Nous avons résumé nos premieres investigations dans. 
une note insérée dans les Comptes rendus de. la Société 
de Biologie (29) et dans le Bulletin de V Académie de Méde- 
cine (30). Nous exposons, dans le présent travail, les EUS 
de nos expériences, comportant plus de 300 souris. 


Trcunigur. — Les souris (31) sont infectées par voie intrapéritonéale. 
Les souches de pneumocoque utilisées ont été : V (souche trés viru- 
lente et éminemment capsulogéne), V, (souche moins virulente) (32) 
et A, souche totalement non pathogéne et acapsulogéne. La dose injectée 
est mentionnée dans chacun des diagrammes ci-joints. Les médicaments 
utilisés ont été : le 4-nitro-4’-acétylaminodiphénylsulfoxyde (47), préparé 
par Girard, Rey et Richard (83) et l’Aurodetozine (84), dont Feldt (35) 
et Collier (36) ont mis en lumiére les propriétés antipneumococciques 


(29) Levapit1, Vatsman et Krassnorr. C. R. Soc. de Biol., 127, 1938, 
p. 22. 

(30) Levapitr, Vaisman et Krassnorr. Bull. Ac. de Méd., 119, 1938, 
p. 151. 

(31) Il s’agit de séries de 20 & 30 souris pour chaque expérience. 

(32) Ces souches, fournies aimablement par M. Cottoni, ont été entre- 
tenues pendant plusieurs mois dans notre laboratoire et ont subi de 
nombreux passages sur les souris. Elles appartiennent au groupe II. 

(33) Grrarp, Rey et Ricaarp. Nature, 140, 1937, p. 283. 

(34): Cf: VAISMAN. C. R. Soc, de Biol., 124, 1937, 7. 1271 

(35) Fetpt. Deutsch. med. Woch., 59, 1926, p. 299; ibid., 53, 1927, 
p. 1196 ; ibid., 54, 1928, p. 1034 ; ibid., 64, 1935, p. 593. 

(36) Conumn. Med. Klin., we). 1933, p. 1447. CouuiEn et Wustapt. Der- 
mat. Zeitschr., 68, 1934, p. 39. Conramn. Zeitschr, f. Immunforsch., 85, 
1935, p. 287. 


CHIMIOTHERAPIE DES PNEUMOCOCCIES EXPERIMENTALES 43 


in vivo. Les raisons de ce choix furent que, parmi les nombreux compo- 
sés sulfurés étudiés par nous (plus de 140), les sus-cités se révélérent 
les plus actifs. 

Les souris, infectées et traitées au méme moment, ont été sacrifiées 
entre zéro heure et vingt-quaire, quarante-huit, soixante-deux heures 
ou plus, 4 un rythme variable, suivant le but de l’expérience. Examen 
de l’exsudat péritonéal et du mésentére (frottis colorés par la méthode 
de Muir, particulisrement propice a la mise en évidence des capsules), 
examen, histologique de l’épiploon, cultures du péritoine et du sang du 
coeur. Cet examen a porté, tout particuliérement, sur l’évolution de la 
multiplication des germes dans la cavité péritonéale, sur leur capsulo- 
génése, sur l'état des pneumocoques (modifications morphologiques), 
sur la phagocytose (polynucléaire ou mcnonucléaire), sur les variations 
numériques et qualitatives des leucocytes, etc. Plus de trois cents exa- 
mens (37) ont été effectués. En voici les principaux résultats : 


I. — Evolution de l’infection péritonéale 
provoquée par le pneumocoque virulent et capsulogéne. 


Le diagramme 1 montre les caractéres de cette évolution chez 
les souris infectées avec 0 c. c. 3 d’une culture du pneumo- 
coque V au 1/1.000. Cette inoculation provoque la mort des 
souris en vingt-quatre 4 quarante-huit heures. On constate 
qu’aprés une période latente, comprise entre zéro et huit 
heures, le germe s’encapsule 4 ia douziéme heure (388) et 
pullule 4 un rythme accéléré, pour atteindre |’infini vers la 
quinziéme heure. Ce rythme est plus rapide si la culture est 
injectée 4 la dose de 1/100 (période latente : quatre heures), ou 
de 1/10 (période latente : une heure trente) [cf. diagramme 2 
et 3]. Quoique en contact intime avec les polynucléaires, les 
pneumocoques ne sont pas phagocytés, mais s’attachent a la 
surface des leucocytes et aussi des hématies, autour desquels 
les diplocoques encapsulés forment de multiples couches super- 


(37) Toutes les préparations ont été examinées par Levaditi ; les expé- 
riences ont été effectuées par A. Vaisman, les colorations et les cultures 
par Me Krassnoff. 

(38) Il s’agit d’une véritable capsulation. Le diplocoque s’entoure 
d’une volumineuse capsule parfaitement colorable par la méthode de 
Muir, ou par le bleu de méthyléne phéniqué. A ne pas confondre avec 
V’état de précapsulation, que l’on constate dans les cultures, ou dans 
l’exsudat péritonéal, pendant cette période latente (le pneumocoque est 
entouré d’un vestige de capsule, faiblement colorée par les méthodes 
sus-indiquées). 
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posées (2 a 8, ou plus) [c/. fig. 1]. Ceci montre déja que s’il 
n’existe pas de phagocytose sans attachement préalable [phéno- 
méne physique; cf. Levaditi et Mutermilch (39)], il peut y 
avoir, cependant, attachement sans phagocytose consécutive 
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DIAGRAMME 1, 


(cf. fig. 1). L’animal succombe & une péritonite pneumococ- 
cique intense, accompagnée de septicémie (cf. fig. 3 et 4). A 
remarquer que la pénétration des germes dans la circulation 
sanguine (culture) peut étre constatée dans les quelques minutes 


(39) Levapitr et Murermincn. C. R. Soc. de Biol., 68, 1910, p. 1079. 


Fic. 1 (Souris 187 P). — Pnewmocoques V capsulogénes (1 : 100). 14 heures. 
Accolement des germes capsulés a la surface des leucocytes. Photos Jeantet. 


Fic. 2 (Souris 148 P). — Pneumocoques V capsulogénes (1 : 10.000). 48 heures. 
Phagocytose pré-ayonique. 
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qui succédent 4 l’inoculation intrapéritonéale (40). Toutefois, 
un englobement des pneumocoques par les polynucléaires est 
nettement apparent vers la période finale, préagonique, de la 


maladie (cf. fig. 2). Il est probable qu’a cette phase, la multipli- 
cation du germe s’effectue a un rythme si accéléré que la capsu- 
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DIAGRAMME 2. 


lation étant en retard sur la division, des pneumocoques non 
encore entourés de capsules deviennent la proie des phago- 
cytes [a moins quil s’agisse de la « pseudo-phagocytose » 


(40) Il ne s’agit pas d’une contamination s’effectuant au moment du 
prélevement ; l’expérience de contréle (ensemencement du sang puisé 
a la veine de la queue) le démontre. 


_ — Pneumocoques vitalisés et encapsulés dans l’exsudat péritonéal. 
4 heures. 


Fic. 4. — Pneumocoques virulents et capsulogenes. 
Agglutination dans J’exsudat péritonéal. 
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observée par Levaditi (41) dans 1]’infection streptococcique de 
la souris]. La participation des macrophages est ici tout a fait 
secondaire; & peine si, entre la quinziéme et la vingtiéme 
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DIAGRAMME 38. 


heure, on en rencontre ga et 1a qui renferment quelques rares 
pneumocoques, d’ailleurs non capsulés. 
Résultats analogues avec la souche de pheumocoques moins 


(41) Levapitr. Le mode d’action des dérivés benzéniques sulfurés dans 
les infections microbiennes expéi:imentales. Monographie de l'Institut 
Alfred Fournier, n° 5, 1987. 
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virulente V, (0 c. c. 3 au 1/10). Ici [cf. diagramme 4], la pé- 
riode précapsulaire dure de zéro heure & deux heures (3 A 8 
germes par champ microscopique), puis on constate une pous- 
sée de pneumocoques parfaitement encapsulés vers la qua- 
triéme heure (24,2 p. champ). La pullulation capsulogéne des 
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DIAGRAMME 4. 


germes apparait vers la huitiéme heure, en méme temps qu’un 
attachement de ces germes a la surface des globules blancs et 
une légére phagocytose finale. 
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II. — Evolution de l'infection péritonéale 
provoquée par le pneumocoque avirulent et non capsulogéne. 


Tout autre est I’évolution de Vinfection péritonéale chez 
les souris inoculées avec le pneumocoque A, entiérement 


+ | Slee eas iol oel | 


Pneumoco gues non virulents 
O5°3 culture pure 


Phagocytose 


DIAGRAMME 5, 


dépourvu de virulence et acapsulogéne (cf. diagramme 5). A la 
dose de 0c. c. 3 d’une culture pure agée de vingt-quatre heures, 
les pneumocoques sont, dés le début, nombreux dans V’exsudat 
péritonéal [+ + + +4] (49). Ils se raréhent rapidement 

(42) Nous désignons par : 0, absence de pneumocoques ; +, rares 


pheumocoque ; ++, quantité moyenne de pneumocoques ; + 4- ++, 
nombre considérable de germes. 
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Fic. 5 (Souris 3). — Pneumocoques A non virulents et acapsulogénes (0 c. c. 3 pur). 
4 heures. Phagocytose par les polynucléaires. 


Fic. 6. — Phagocytose des pneumocoques non virulents et acapsulogénes. 
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entre la deuxiéme et la quatrisme heure, pour disparai- 
tre complétement par la suite. Ceci microscopiquement par- 
lant, cela s’entend, car la culture révéle encore la présence de 
germes vivants jusqu’a la soixante et onziéme heure (43) [il y 
a aussi pénétration sanguine]. Non encapsulés, les diplocoques 
deviennent rapidement la proie des phagocytes (polynucléaires 
d’abord, mononucléaires ensuite), aprés un attachement préa- 


Fic. 7 (Souris 11). — Pnewmocoques A non virulents el acapsulogénes (0 c.c. 3 pur). 
65 heures. Stérilisation microscopique. 


lable a leur surface (cf. fig. 5 et 6). Vers la fin du processus, 
l'exsudat péritonéal ne contient que des macrophages; les diplo- 
coques libres ont complétement disparu (c/. fig. 7). A la dose 
de 1/1.000, tout se passe comme si l’on n’avait pas inoculé de 
germes dans la cavité coelomique (cf. diagramme 6). Seule, la 
culture révéle la présence de pneumocoques dans cette cavité 
jusqu’a la soixante-quatriéme heure. 


(43) Peut-étre s’agit-il 14 de pneumocoques déja phagocytés, mais qui 
conservent une certaine vitalité dans le cytoplasme des globules blancs. 
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ConcLusions. — Nous en conclurons que st le pnewmocoque 
est doué de potentiel capsulogénétique (toutes choses étant 
6gales d’ailleurs), il réussit & se multiplier dans la cavité péri- 
tonéale de la souris et se soustraire ainsi & la phagocytose par 
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DIAGRAMME 6. 


les polynucléaires. Si, au contraire, le diplocoque est dépourvu 
d'un tel potentiel, il devient rapidement la prove des phago- 
cytes et disparait de l’exsudat coelomique. L’interdépendance 
de la capsulogénése et de la virulence est donc hors de doute. 
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III. — Rapports entre la capsulogénése 
et activité pathogéne. 


En outre des faits exposés précédemment, les constatations 
suivantes démontrent, d’une maniére péremptoire, les rela- 
tions entre la capsulogénése et la virulence. 


Wh AS AS he MES 


DIAGRAMME 7. 


1° PNEUMOCOQUES viTALIsES. — Nous avons montré, dans nos 
travaux antérieurs concernant le mécanisme d’action des médi- 
caments antistreptococciques, que l’efficacité curative de ces 
médicaments est nettement inférieure, si leur action s’exerce, 
non pas sur des streptocoques de culture non encapsulés, mais 
sur des streptocoques « vitalisés », ayant déja pullulé in vivo 
et pourvus de capsules parfaitement développées. Nous avons 
utilisé la méme technique dans nos essais sur la virulence du 
pneumocoque, ef nous avons constaté ce qui suit : 
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a) Evolution de Vinfection chez la souris. Si Von infecte 
les souris par voie intrapéritonéale, d’une part, avec des pneu- 
mocoques cultivés in vitro, d’autre part avec des pneumoco- 


exuxams P72 @UIN. capsules A 1/1.0008 


Pneum. virulents von 
ard Kenta capsules, 7/1000£ | 


DIAGRAMME 8. 


ques « vitalisés », recueillis dans |’exsudat coelomique de souris 
mourantes (vingt-quatre a trente-six heures apres Vinocula- 
tion), en ayant soin de régler la concentration en germes de 
facon qu’elle soit identique, ou presque, d’un cdté comme de 
Vautre, on constate que les sujets de la premiere série (pneu- 
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mocoques de culture) succombent aprés ceux de la seconde 
série (pneumocoques vitalisés). Les diagrammes 7 et 8 en four- 
nissent la preuve. L’encapsulation préliminaire confére donc 
au pneumocoque une virulence nettement accrue. : 

b) Evolution intrapéritonéale. — Dans une de nos expé- 
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DIAGRAMME 9. 


riences (cf. diagramme 9), la concentration en germes de la 
Suspension de pneumocoques de culture fut la méme que celles 
des diplocoques vitalisés, soit 1/100. On constate une différence 
notable entre les deux séries de souris, en ce sens que la cap- 
Sulation est immédiate, la pullulation vers l’infini plus précoce 
(quatre heures), ainsi que l’attachement aux leucocytes, avec 
le pneumocoque déja encapsulé. Il en est de méme de la mor- 
talité des animaux. Les mémes phénoménes apparaissent chez 
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Fic. 8 (Souris 133 P). —Pneumocoques vitalisés et encapsulés. 4 heures. Accolement 
des germes & la surface des polynucléaires, des lymphocytes et des hématies. 
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Fic. 9 (Souris 129 P). — Pneumocoques vitalisés (1 : 1.000). 24 heures, malade. 
Phagocytose pré-agonique. 
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DIAGRAMME 114, 
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les sujets inoculés avec des dilutions contenant, pour le pneu- 
mocoque non capsulé, 29 éléments par champ, et pour le diplo- 
coque vitalisé, 17,7 et 6,6 germes par champ. Or, malgré ce 
nombre inférieur des unités microbiennes encapsulées, |’ infec- 
tion est ici plus rapide, de méme que l’encapsulation et le décés 
des sujets contaminés Pour le reste, l’aspect général du tracé 
est identique a celui de l’infection provoquée par des pneumo- 
coques non vitalisés (¢/. diagrammes 10 et 44, et fig. 8, 9 et 10). 
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Fic. 10 (Souris 130 P). — Pneumocoques vitalisés (1 : 1.000). 
Morte aprés 28 heures. Pullulation intense des pneumocoques encapsulés. 


Absence totale d’englobement phagocytaire, si ce n’est vers la 
période préagonique de la maladie. 


Concuusions. — Ainsi, l’encapsulation préalable des pneu- 
mocoques leur confére une activité pathogéene particuliérement 
accusée. Véritable cuirasse, la capsule protege le germe contre 
Venglobement par les phagocytes et facilite sa pullulation 
in vivo. Le potentiel capsulogéne se trouve donc a la clé de la 


virulence du pnewmocoque. 
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IV. — Pour quelles raisons les pneumocoques encapsulés 
échappent-ils & l’englobement phagocytaire ? 


On pourrait supposer, de prime abord, que les pneumoco- 
ques encapsulés (soit en cours d’infection, soit aprés vitalisa- 
tion préalable) échappent aux phagocytes, parce que, sous 
Vinfluence de quelque principe leuco-paralysant, leucocidique 
ou leucolytique, le phagocyte polynucléaire perd ses facultés 
d’englobement. L’attachement (que l’on pourrait incriminer 
en la circonstance) ne joue aucun role, attendu que l’absence 
de phagocytose coincide, précisément, avec un accolement 
intense des germes sur la paroi des leucocytes polynucléaires, 
et méme des macrophages et des hématies. Les raisons doivent 
done étre ailleurs. . 

Kn effet, nos expériences montrent que si l’on injecte dans 
la cavité coelomique de la souris un mélange de pneumocoques 
capsulés (vitalisés) et de pnewmocoques avirulents et acapsu- 
logenes, il n’y a pas phagocytose des diplocoques vitalisés, 
alors que lenglobement des germes dépourvus de capsules est 
des plus intenses (cf. fig. 14, 12 et 13). Le résultat est sensi- 
blement le méme, si l’inoculation des pneumocoques avirulents 
est effectuée quinze heures aprés celles des diplocoques vitalisés 
(cf. fig. 12). 

Voici les détails d’un de nos protocoles : 


TABLEAU I, 
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Pneumocoques dans le liquide 
péritonéal +4+++)]+4+4+4 }+++]+++4] +444 
Phagocytose des pneumocoques 
vitalisés 0 0 0 0 0 
Phagocytose des pneumocoques 
avirulents non encapsulés. 0 +++ |] +44 +++ 
Attachement des pneumocoques 


encapsulés 0 f+ jtt44) 4444 
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EXPERIENCE. — Des pneumocoques V, vitalisés et déja encapsulés, sont 
mélangés, a parties égales, avec des pneumocoques A avirulents (culture 
de vingt-quatre heures). Inoculation intrapéritonéale de 0c. c. 3. 


Fie. 44 (Souris 178 P), — Pneumocoques vilalisés (1 : 10), mélangés a des pneu- 
mocoques A non virulents (0 cent. cube pur). 4 heures. Phagocytose des pneu- 
mocoques ayirulents et non-englobement des germes vitalisés et déja 


eacapsulés. 


ae * 


F1G.712 (Souris 214). — Pneumocoques V (1 : 1.000). 15 heures aprés, injection de 
pneumocoques avirulents A (1 : 10). 2 heures. Englobement des germes non 
virulents, non-phagocytose des pneumocoques encapsulés. 


Il en résulte que la non-phagocytose des pneumocoques 
encapsulés n’est pas due & une suppression du potentiel phago- 
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cytaire des leucocytes. Sans pouvoir préciser, tout au moins 
pour l’instant, quelles sont les raisons de cette aphagocytose 
en fonction de la capsulogénése, nous sommes & méme, toute- 
fois, d’affirmer que, suivant nos constatations, la capsule pro- 
lege non seulement les pneumocoques vivants, mais, presque 
au méme titre, les pneumocoques encapsulés tués par un chauy- 
jage @ 60°, ow par contact avec l’éther. Donc, toute activite 
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Fic. 13. — Pneumocoques virulents au 1.000°; pneumocoques avirulents au 10°. 


Phagocytose de ces derniers, simple accolement des premiers. 


vitale quelconque de la part du pneumocoque encapsulé (se 
traduisant par l’élaboration d’une leuco-paralysine, ou d’une 
leucocidine) semble exclue ici. L’intervention d’un ou plu- 
sieurs facteurs d’ordre physique (tension de surface, chan- 
gement de charge électrique), agissant sur le moulage du 
cytoplasme leucocytaire autour du corps microbien (phase 
précédant immédiatement celle de l’englobement proprement 
dit) semble, au contraire, plus plausible. 


ste 
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Vv. — Mécanisme de la guérison sérothérapique de 1’infection 
pneumococcique. 


Avant d’entreprendre l’exposé du dernier Chapitre de ce tra- 
vail, qui est celui du mécanisme chimiothérapique, nous 
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DIAGRAMME 12. 


estimons utile de résumer nos constatations se rapportant a la 
euérison sérothérapique de l’infection pneumococcique, afin 
de comparer les différents processus entre eux (guérison spon- 
tanée de l’infection provoquée par des diplocoques non viru- 
lents et acapsulogénes, guérison sérothérapique et guérison 
chimiothérapique). 

Du sérum antipneumococcique polyvalent (44) est injecté 


(44) Nous remercions M. Ramon d’avoir bien voulu mettre ce sérum 
a notre disposition. 
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6 


& une série de souris, 4 la dose de 0c. c. 3, par voie sous-cuta- 
née. Vingt-quatre heures aprés, on infecte les animaux, d’une 
part, avec des pneumocoques non capsulés de culture (4/20), 
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DIAGRAMME 13. 


et, d’autre part, avec des diplocoques vitalisés (méme concen- 
tration) Le diagramme 12 montre que, pendant une premiére 
phase durant vingt-quatre heures, les germes essayent de pul- 
luler et de s’encapsuler, mais, le plus souvent, sans succés. A 
partir de la vingt-quatriéme heure, la stérilisation, aussi bien 
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péritonéale que sanguine, est compléte. Or, pendant tout ce 
laps de temps, la phagocytose joue un réle capital. L’englobe- 
ment des pneumocoques est particulitrement intense, de méme 
que leur agglutination et leur attachement aux leucocytes. 
Quant aux germes vitalisés, leur résistance apparait manifes- 
tement supérieure ; la mortalité des souris est plus précoce et 
plus fréquente (cf. diagramme 12). 

Si, au lieu d’inoculer 0 c. c. 3 d’une suspension de pneumo- 
coques V au 20°, on injecte le méme volume d’une suspension 
au 50°, l’évolution de l’infection intrapéritonéale et sanguine 
est celle que représente le diagramme 13. Agglutination, pour 
ainsi dire, immédiate des pneumocoques, phagocytose intense 
dés les premiéres trente minutes, puis disparition microsco- 
pique des germes libres. Aucune encapsulation, excepté chez 
la souris sacrifiée 4 la quatriéme heure, chez laquelle, par suite 
d’une hypersensibilité analogue a celle que l’on constate chez 
certains animaux soumis & la chimiothérapie (streptocoques), 
on observe une pullulation capsulogénétique intense du mi- 
crobe. Les cultures du sang et du liquide péritonéal se sont 
révélées stériles dés la douziéme heure. 

Afin de préciser le sort des pneumocoques chez les sujets 
traités préventivement par le sérum antipneumococcique, pen- 
dant l’espace du temps qui s’écoule entre zéro heure et deux 
BOUEOS, nous avons réalisé une nouvelle expérience analogue 

a la précédente (0 c. c. 8 sérum sous-cutané, puis, vingt-quatre 
heures apres, 0 c..c. 3 suspension de pneumocoques V a 4/ 50, 
intrapéritonéal). 
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(1) Souris particuliérement réceptive. 
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Cette expérience montre que l’agglutination et la phago- 
cytose des pneumocoques par les polyclunéaires d’abord, les 
monocytes ensuite, sont trés précoces (entre zéro heure et 
quinze minutes). 


Les résultats sont presque identiques aux précédents, si, 
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DIAGRAMME 44. 


au lieu d’utiliser le sérum préventivement, on s’en sert pour 
senstbiliser les pneumocoques in vitro (cf. diagramme 44), a 

cette différence prés qu’ici, l’efficacité curative est inférieure 
i celle que réalise la sérothérapie préventive. 
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Un fait frappe : c’est que, dans le domaine des effets provo- 
qués par les anticorps spécifiques, comme dans celui de la 
chimiothérapie antimicrobienne (streptocoque, pneumocoque, 
méningocoque, Pasteurella), l’intervention du jfacteur indi- 
viduel apparait au premier plan. Tout le drame se joue autour 
de Vindice de résistance propre & chaque espece animale, et, 
ce qut plus est, & chaque individu. D’ot l’importance hors ligne 
de cet indice de résistance, importance sur laquelle ]’un de nous 
a insisté dans des travaux antérieurs (45). 


Conc.Lusions. — Dans les deux processus immunitaires, celui 
de la défense naturelle contre les pneumocoques non virulents 
et acapsulés, d'une part, celui de la défense spécifique séro- 
préventive a l’égard des diplocoques éminemment pathogénes 
et capsulogénes, d’autre part, ce sont la phagocytose, ainsi que 
les phénoménes opsonisants s'y rattachant qui jouent le prin- 
cipal réle. 


VI. — Mécanisme de la guérison chimiothérapique. 


Etant donné les deux hypothéses qui se partagent 1|’explica- 
tion du mécanisme chimiothérapique sur le plan des maladies 
microbiennes, celle de l’action bactéricide ou bactériostatique 
directe et exclusive, et celle qui fait intervenir les défenses de 
Vorganisme, notre attention a été portée sur les points sui- 
vants : 

a) Influence de la chimiothérapie sur la pullulation capsulo- 
génétique du pneumocoque et les conséquences quelle peul 
avoir quant & lévolution de Vinfection ; 

b) Réle du potentiel défensif de Vorganisme. 


4. — ExpiRIENCES FAITES AVEC LE DERIVE 47. 


Le diagramme 15 montre que le corps 47, administré per os, 
4 la dose unique de 0 gr. 05, détermine un arrét de la pullula- 
_ tion du pneumocoque (1/1.000) dans la cavité péritonéale et une 


(45) Levavitr. Loc. cit., et Schweiz. Zeitschr. f. allg. Pathol. u. Bakt., 
§. 1088, p. 121. 
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suppression de la capsulogénése entre zéro et quarante heures. 
La différence entre l’évolution de la pneumococcie intraccelo- 
mique chez les souris traitées et chez les sujets témoins (cf dia- 
cramme 1) est considérable. Ici, encapsulation intense dés la 
douziéme heure ; la, essais infructueux de capsulation entre 
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DIAGRAMME 15. 


zéro et quarante heures. A ce moment, une phagocytose des 
pneumocoques non encapsulés, donc mal protégés, fait son 
apparition, mais c’est vers la fin du processus que l’on constate, 
en méme temps qu’un envahissement du péritoine par les gros 
monocytes, la présence de diplocoques dégénérés dans le cyto- 
plasma des mononucléaires (fig. 14). Mais, ce qui frappe le 
plus, c'est que, pendant cette période d’hésitation dont il est 
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question ci-dessus, les pneumocoques révelent des signes cer- 
tains de souffrance. De diplocoques qu’ils étaient au moment 


Fic. 14 (Souris 155 P). — Pneumocoques V (1 : 1.000). Action curative du 47. 
58 heures. Gros macrophages contenant des pneumocoques dégénérés. 


“ 


Fic. 15 (Souris 145). — Pneumocoques V (1 : 1.000). Action curative du 47. 
4 heures. Formes involutives non encapsulées. 
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de Vinoculation, ils revétent maintenant des formes en chai- 
nettes, des aspects involutifs, une encapsulation nettement 
défectueuse (cf. fig. 15). On a l’impression que, sous l’in- 
fluence de la médication, le milieu péritonéal est devenu 
impropre a la multiplication normale des pnewmocoques et 
maple a favoriser la manifestation de leur potentiel capsulo- 
gene. 

ll en résulte que l’efficacité thérapeutique apparait, dans le 
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DIAGRAMME 16. 


domaine de Uinfection pneumococcique, intimement dépen- 
dante de la capsulogénése, comme elle l’est dans le domaine 
des streplococcies expérimentales. 

En veut-on une preuve de plus > Traitons par le méme com- 
posé, et dans des conditions identiques, d’une part, des souris 
infectées avec des pneumocoques non capsulés de culture, et, 
d’autre part, des sujets contaminés avec des dipiocoques vita- 
lisés et parfaitement encapsulés. L’effet curatif, chez ces der- 
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niers, est manifestement inférieur, incomplet et retardé (cf. 
diagramme 16). Par ailleurs, examinons de pres ce qui se passe 
dans le péritoine de ces deux séries d’animaux (cf. dia- 
gramme 17). La différence est éclatante et se passe de tout com- 
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DIAGRAMME 17. 


mentaire : les pneumocoques vitalisés se soustraient victorieu- 
sement & l’action thérapeutique du composé sulfoxydeé. 


* 
*K Ok 


Un fait non moins intéressant est celui qui concerne la dif- 
férence entre Veffet curatif, suivant que le médicament est 
administré per os, ou par voie intrapéritonéale. Nous avons 
déja fait allusion ci-dessus (v. page 40) a la contradiction que 
l’expérience révéle entre l’hypothése de la bactériostatie directe 
et la faible efficacité curative d’un dérivé sulfuré donné, lors- 
que ce dérivé est introduit directement dans la cavité coelo- 
mique au contact immédiat du germe. Or, cette constatation, 
vraie pour le streptocoque, l’est également pour Je pneumo- 
coque. C’est ce qui résulte du diagramme 18, lequel montre 
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que, malgré l’injection du corps 47 dans le peritome, | encap- 
sulation du microbe est apparente 4 la huitieme ba dix- 
huitigme heure, et gue la pullulation capsulogénétique du 


+ | 4) cea) el] cea co eee ee 
a RAREST 


omens Preumoc. virilents: 7 Joo. Trait.47 intraperit. 


oem mes Preuroc. virulents: 7 Yoo. Trait.47 peros ee 


42 IS 18 20 24 40 48 64 


DIAGRAMME 18. 


diplocoque débute vers la quarantiéme heure, pour atteindre 
l’acmé a partir de la quarante-huitiéme heure. 


*k 
* O* 


Dés le début de nos recherches concernant l’activité anti- 
streptococcique des chrysoidines sulfamidées, nous avons 
essayé de préciser les rapports entre la virulence des souches 
utilisées et l’effet curatif de ces chrysoidines. Nous nous atten- 
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dions & ce que cet effet soit d’autant plus marqué que le pou- 
voir pathogéne de ces souches était faible. Or, cette prévision se 
trouva eu contradiction avec l’expérience, d’ot nous concli- 
mes « qu’avec des souches dont Ja dose minima mortelle 
est de 1/100, voire méme de 0c. c. 3 de culture pure (au lieu 
de 4 : 1000), les effets thérapeutiques sont sensiblement pareils 
aux précédents (cerlainement pas supérieurs) [C. R. Soc. de 
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DIAGRAMME 19. 


Biologie (46), séance du 29 juin: 1935]. Peu aprés Nitti et 
Bovet (47) montrérent que, dans des conditions analogues, 
cette activité chimiothérapique se révéle méme nellement infé- 
rieure (C. R. Soc. de Biologie, séance du 29 juillet 1935). En 
sorte que, apres de nouvelles expériences, nous nous trouvions 


(46) Levapitr et Vaisman. C. R. Soc. de Biol., 449, 1935, p. 946. 
(47) Nirrr et Bovet. C. R. Soc. de Biol., 449, 1935, p. 1277. 
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autorisés a affirmer ce qui suit [Presse Médicale (48)| : « Devant 
l’elfet variable, et souvent incomplet, d’une méme dose de 
médicament a l’égard d’une souche streptococcique hautement 
virulente, on pourrait supposer qu’en s’adressant a des strepto- 
coques d’une activité pathogéne moindre, les résultats théra- 
peutiques seraient meilleurs. Or, il n’en est rien, au contraire, 
ainsi qu'il ressort de nos essais effectués avec une souche de 
streptocoques G, ot le pourcentage des guérisons n’a pas été 
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DIAGRAMME 20. 


supérieur & 37 p. 100, ou encore avec une autre souche M, 
dont il nous a fallu administrer 0 c. c. 3 d’une culture pure 
de vingt-quatre heures pour provoquer la mort de l’animal, 
et qui nous a fourni des résultats encore moins satisfaisants. » 

Or, le méme contraste entre la virulence et J effet 
curatif apparait lorsqu’on s’adresse au pneumocoque. Le 
diagramme 19 montre, en effet, que le dérivé 47, administré 
per os a des souris infectées par voie intrapéritonéale avec 
notre souche pneumococcique avirulente et non capsulogéne A, 


(48) Levanrri et Vatsman. La Presse Médicale, n° 103, 1935, p. 2097 
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ninflue nullement l’allure du processus présidant a la guéri- 
son spontanée de l’animal (A comparer avec le diagramme 8). 
Il apparait, au contraire, que ce processus est tant soit peu 
ralenti. 

Ainsi, étant donné la portée générale du phénoméne (strep- 
tocoque, pneumocoque), il semble résulter de ces recherches 
que si Vorganisme réussit, par ses propres moyens, a se 
rendre maitre de l’infection et a en guérir, l’agent chimio- 
thérapique n’ajoute rien, ou peu s’en faut, & la défense propre 
de cet organisme. Dans certaines limites, dailleurs wmprévi- 
sibles, lefficacité curative est directement proportionnelle a 
la virulence du germe. 


2, — EXPERIENCES FAITES AVEC L’ AURODETOXINE. 


Le dispositif expérimental est le méme que celui décrit 
précédemment. On constate dans les diagrammes 20 et 21, 
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DIAGRAMME 24. 


que pendant la période qui s’écoule entre zéro et quarante- 
deux heures (diagramme 20), aucun pneumocoque ne peut étre 
décelé dans le liquide coelomique. La capsulation, chez les 
souris vouées a la mort, ou ayant déji succombé en dépit du 
traitement, n’est apparente qu’au delé de la quarante- 
deuxiéme heure En outre, l’effet curatif est moindre chez les 
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sujets infectés avec des pneumocoques vitalisés et déja 
encapsulés, que chez les souris inoculées avec des diplocoques 
de culture (cf. diagramme 21). Enfin, ici, comme lorsqu’il s’est 
agi du corps 47, et a la condition d’injecter dans Ja cavité 
coelomique des quantités assez élevées de germes (1 p. 100), 
on révéle les mémes altérations involutives des pneumocoques, 
se traduisant par leur acapsulogénese et par une multiplication 
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Fic. 416 (Souris 194).— Pneumocoques V (100°), injeclés 3heuresaprés Vadministration 
de VAnrodeloxine. 3 heures. Formes involutives non encapsulées. 


atypique, sous forme de courtes chainettes, composées d’élé- 
ments netlement déformés et cocciformes (cf. fig. 16). 


* OK 


A ces données s’ajoutent nos constatations se rapportant 
a l’évolution de l’infection péritonéale chez les souris inoculées 
avec des pneumocoques virulents de culture, ou des pneumo- 
coques vitalisés et déja encapsulés, imprégnés au préalable in 
vitro par lV’aurodetoxine, la p-aminophénylsuljamide, V azoique 
sulfamidé, le dérivé 47. 

Voici deux protocoles concernant le premier de ces com- 
posés 
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a) Aurodetoxine. — Mélange de 1 cent. cube culture de pneumo- 
coques V, ou de pneumocoques vitalisés, et de 1 cent. cube aurodetoxine 
au 100°. Contact pendant une heure, puis dilution du mélange au 50° 
Injection de 0 c. c. 3 dans la cavité péritonéale. 


Cette expérience (cf. tableau 3) montre que le contact im 
vilro des pneumocoques virulents V (de culture, ou vitalisés) 
et de l’aurodetoxine, suivi de Vinoculation intrapéritonéale, 
détermine un arrét dans le développement des germes, des 
modifications morphologiques involutives et une influence 
défavorable sur la capsulation. 

Dans les mémes conditions, ni la p-aminophénylsultamide, 
ni Vazoique sulfamidé ne se sont révélés actils. 


ConcLusions. — Les médicaments (ou plutét les dérivés qui 
résultent de leur transformation dans l’organisme) déterminent 
une modification du milieu intérieur et, en particulier, du 
liquide exsudatif péritonéal, le rendant inapte @ faciliter la 
pullulation in situ du pneumocoque et la réalisation de son 
potlentiel capsulogénétique. 

Par quel mécanisme ? Nul ne peut le dire en |’état actuel 
de nos connaissances. Malgré tout ce que l’on sait de la consti- 
tution chimique des antigénes pneumococciques, la synthése 
de la matiére capsulaire reste obscure. Le médicament agit-il 
sur les enzymes, ou les catalyseurs qui assurent cette synthése? 
Modifient-ils la constitution chimique des matiéres premi¢res 
(protéines, glucides) que l’organisme fournit en vue de la for- 
mation des capsules? Autant d’interrogations auxquelles on 
ne saurait répondre avec certitude 4 l’heure présente. Quoi 
qu'il en soit, un fait reste hors de doute : c’est que, en l’absence 
de capsules et par suite d’un arrét de la segmentation normale 
du pneumocoque, celui-ci devient la proie des phagocytes. A la 
condition expresse que le potentiel phagocytaire de |’ organisme 
soumis 4 l’épreuve soit suffisamment élevé, 1’épilogue du drame 
sera favorable, en ce sens que la destruction intra-phagocytaire 
du germe et la guérison consécutive apparaitront comme la 
signature de l’efficacité curative. 

Ainsi, tout ce que nous venons de dire au sujet de la guérison 
spontanée de l’infection provoquée par le pneumocoque aviru- 
lent et acapsulogéne, et aussi de l’effet salutaire de la séro- 
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thérapie, mettant en lumiére le réle important de la capsu- 
lation et de la phagocytose, nous aide a comprendre le méca- 
nisme de l’action chimiothérapique. Si le médicament agit 
curaltivement, c’est par l’intermédiaire du méme organisme 
que son action thérapeutique s’exerce, et cela de deux 
mamieres : 

1° En modifiant le milieu intérieur, afin de le rendre maple 
a favoriser la segmentation normale et la capsulogénese du 
microbe ; 

2° En assurant la destruction, plus ou moins totale et défi- 
nitive, du germe, grace a Vintervention des phagocyles. 


Conclusions générales. 


La virulence des pneumocoques dépend plus du potentiel 
capsulogéne du macrobe que de la capacité phagocytaire des 
leucocytes. Une souche de pneumocoques est pathogéne pour 
la raison qu elle trouve, dans l’organisme, les matériaua néces- 
saires & sa pullulation capsulogénélique. Les médicaments 
sulfurés thérapeutiquement actifs (ou, ce qui semble plus pro- 
bable, les dérivés que l’organisme élabore 4 leurs dépens), en 
rendant le milieu intérieur impropre a favoriser la multipli- 
cation capsulogénétique du germe, rend le pneumocoque aple 
4 étre englobé par les leucocytes. En l’absence de cette cuirasse 
protectrice quest la capsule, le microbe devient facilement lu 
prove des phagocytes ; il est alors voué dG une mort certaine, 4 
moins que, par voie de sélection et se vaccinant a son tour, il 
réussisse 4 échapper & la phagocytose et & provoquer des réci- 
dives, ce que Vexpérimentation confirme. Il en résulte que, 
conformément & notre conception premiére (1933), les dérivés 
benzéniques sulfurés, azoiques ou non, agissent in vivo sur le 
germe pathogéene (streptocoque, pneumocoque) par Vintermé- 
diaire de l’organisme, dont le réle consiste a transformer le 
médicament, a régler le rythme de son élimination et surtoul 
& entraver la multiplication normale du microbe, & empécher 
sa capsulogénése et & assurer sa destruction femporaire ou 
définitive au moyen de Vappareil phagocytaire. 

Dans ce qu’elles offrent d’essentiel, ces conclusions sont 
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conformes & celles que Domagk (49) vient de formuler tout 
récemment : 

« Je suis arrivé, dit ce savant, & la conception suivante, au 
sujet du mécanisme d’action du Prontosil. Il ne s’agit pas 
d’une excitation non spécifique du systéme réticulo-endothé- 
lial, mais d’une attaque spécifique dirigée contre l’agent patho- 
céne. Les streptocoques ne sont pas toujours tués, mais ils 
sont cependant modifiés suffisamment pour que leur destruc- 
tion définitive devienne possible du fait que les leucocytes du 
sang et les cellules inflammatoires tissulaires phagocytent et 
digérent les germes altérés. Ainsi l’organisme reste toujours 
un facteur important dans la destruction définitive des 
microbes, la guérison apparaissant, en derniére analyse, 
comme un processus de guérison naturelle. » 

Ainsi l’on assiste & la convergence de deux conceptions, 
auparavant nettement opposées, vers un accord qui, s'il 
n’est pas encore parfait, tend a le devenir chaque jour davan- 
tage. A l’action directe sur le microbe qu’exerce le milieu 
humoral, modifié par le médicament, s’associe Vintervention 
des défenses naturelles de Vorganisme, pour rendre wnoffensifs 
Vagent pathogéne et ses sécrétions, et déterminer, de la sorte, 
la guérison du processus infectieux. Mais affirmer que, dés a 
présent, nous tenons la solution définitive du probléme, c’est 
outrepasser nos possibilités actuelles. La complexité méme du 
processus chimiothérapique antimicrobien en est seule respon- 
sable (80). 


(49) Domacx. Dermatol. Woch., 107, 2 juillet 1938, p. 797. 

(50) Le réle des capsules dans l2 mécanisme d’action des médicaments 
benzéniques sulfurés vient d’étre confirmé par Whitby (The Lancet, 2, 
1938, p. 1095). 


CONTRIBUTION A L’'ETUDE SEROLOGIQUE 
DES XANTHOPROTEINES 


par W. MUTSAARS., 


(Laboratoire de bactériologie de l'Université de Brucelles.) 


Il a été reconnu, depuis fort longtemps déja, que certaines 
modifications chimiques apportées aux protéines se tradui- 
saient par une altération plus ou moins considérable de leur 
spécificité immunologique. C’est ainsi qu’en 1906 Obermayer 
et Pick [4], traitant des protéines animales, telles celles du 
sérum de cheval, par de l’acide nitrique concentré, observent 
que l’injection au lapin de ces xanthoprotéines fait apparaitre 
dans le sérum de ces animaux des anticorps susceptibles de 
s unir a toute xanthoprotéine, quelle que soit l’espéce animale 
ayant fourni le produit soumis a la nitration. Ils constatent, en 
méme temps, que ces sérums ne précipitent que faiblement [4] 
ou plus du tout [2] le sérum de cheval non nitré. C’est 1a 
l’exemple classique de la substitution, a la spécificité d’espéce 
naturelle d’une protéine, d’une spécificité nouvelle, induite 
artificiellement. E. P. Pick et Yamanouchi [8] essaient de 
déclencher chez le lapin, sensibilisé au moyen de nitrosérum 
de boeuf, un choc anaphylactique par injection intraveineuse 
de ce méme antigéne. Leurs résultats, bien qu’inconstants, 
montrent la possibilité de sensibiliser et de provoquer un choc 
au moyen de nitroprotéine. Remarquons cependant que, par 
suite de l’utilisation du méme produit pour l’injection sensi- 
bilisante et déchatnante, il est difficile de déterminer si les 
résultats obtenus sont réellement dus 4 la xanthoprotéine ou 
bien & du sérum de boeuf non modifié. Certains de leurs ani- 
maux, sensibilisés par voie passive au moyen d’antinitrosérum 
de boeuf, réagissaient nettement a une injection déchainante de 
sérum de beeuf. 

Landsteiner et Prasek [4] utilisent des stromas de globules 
rouges au lieu de solutions de protéines. Traités par de Vacide 
nitrique 3.N, ces stromas déterminent encore chez le lJapin 
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l’apparition d’agglutinines et d’hémolysines a titre assez élevé ; 
leur spécificité n’était donc pas complétement abolie, mais un 
traitement plus énergique 4 l’acide nitrique fumant fournit un 
produit ayant complétement perdu cette spécificité. Ces mémes 
auteurs, dans une communication ultérieure [5], confirment les 
résultats d’Obermeyer et Pick. Leurs sérums antinitrosérum 
de cheval réagissent avec du nitrosérum de boeuf, d’homme, 
de poule, et méme de lapin, ainsi qu’avec la nitrosoie. Ces 
mémes sérums précipitent encore le sérum normal de cheval 
a des dilutions assez élevées. Ottensooser et Strauss [6] utilisent 
la globine obtenue a partir de |’hémoglobine de cheval : cette 
protéine nitrée est antigénique ; les sérums obtenus réagissent 
bien avec la nitroglobine, presque pas avec la globine, mais, 
chose curieuse, ne précipitent pas la nitrocaséine. 

Wormall (7] a préparé, en plus de la xanthoprotéine obtenue 
par l’action de l’acide nitrique, une « nitroprotéine » en 
faisant agir du tétranitrométhane sur le sérum mélangé a de 
la pyridine et de l’eau. Une comparaison entre les immun- 
sérums obtenus au moyen de ces deux dérivés a démontré leur 
identité compléte. 

Les travaux de Landsteiner {8, 9] ont mis en évidence le fait 
remarquable que des substances de composition chimique rela- 
tivement simple s’unissent aux anticorps dirigés spécifique- 
ment contre elles et forment un complexe qui, 4 la vérité, ne 
se précipite pas, mais qui peut étre décelé en utilisant la 
technique d’inhibition de cet auteur. Cette technique est basée 
sur l’observation bien connue du phénomeéne de zone dans les 
réactions de précipitation. Si, 4 des quantités égales d’immun- 
sérum, nous mélangeons l’antigéne correspondant, en dilu- 
tions croissantes, mais a volumes constants, nous observons 
souvent, le précipité obtenu étant maximal pour une dilution 
déterminée de l’antigéne, une diminution de son intensité, non 
seulement 4 mesure que les dilutions vont croissant, mais éga- 
lement & mesure que les concentrations augmentent, de telle 
sorte que, quand l’antigéne est fort concentré, le liquide reste 
parfaitement clair malgré la présence d’immunsérum. Un 
excés d’antigéne par rapport 4 une quantité déterminée d’anti- 
sérum empéche donc la précipitation d’apparaitre. Un excés 
d'une substance chimique définie agit de la méme facon qu’un 
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excés d’antigéne protidique précipitable, bien que ces sub- 
stances ne se précipitent pas, en général, sous l’influence de 
Yimmunsérum correspondant. C’est ainsi que Landsteiner, 
ayant préparé des lapins au moyen d’injections de sérum de 
cheval, conjugué a l’acide para-arsanilique, a étudié l’action 
précipitante de ces sérums de lapin sur une azoprotéine 
obtenue en conjuguant l’acide para-arsanilique & du sérum de 
poule. Cette précipitation fait complétement défaut quand on 
a soin d’ajouter au mélange d’antigéne et d’anticorps une 
solution d’acide para-arsanilique conjugué A de la tyrosine, 
de lacide hydroxybenzoique ou salicylique. Ces colorants 
azoiques ne sont pas précipitahles par un sérum anti-acide 
para-arsanilique, mais ils se combinent a celui-ci et empéchent 
son union a l’antigéne protidique précipitable. Bien entendu, 
cette inhibition est spécifique, l’acide ortho-amino-benzoique 
ou métanilique, conjugués a de la tyrosine, n’empéchent pas la 
précipitation. 

Ces réactions ont été mises 4 profit par Wormall, au cours 
de ses recherches sur les iodo et les bromo-protéines. Aprés 
avoir vérifié que ses sérums anti-iodoprotéine de cheval préci- 
pitaient l’iodosérum de poule (ainsi que le bromosérum de 
poule), et qu’inversement les sérums anti-bromosérum de 
cheval précipitaient le sérum de poule bromé ou iodé, cet 
auteur a pu montrer que ces précipitations étaient inhibées 
par la présence de di-iodotyrosine et, également, bien que 
d’une facon moins absolue, par la di-bromotyrosine, la di- 
chlorotyrosine ayant des effets inhibiteurs trés réduits. Wor- 
mall en déduit que le radical qui, dans une iodoprotéine, déter- 
mine la spécificité immunologique nouvelle est la tyrosine 
dihalogénée. 

J. Jacobs [10] a également étudié le caractére antigénique des 
iodoprotéines. Il a confirmé les observations de Wormall sur 
les inhibitions des précipitations iodoprotéines-sérum anti- 
iodoprotéines par la 3-5-di-iodotyrosine, un produit tel que 
Viodure de potassium n’exercant aucune influence sur la préci- 
pitation. Cet auteur a étudié l’action de la di-iodotyrosine chez 
des cobayes préparés par des injections d’iodoprotéine. Alors 
que les témoins, dont certains avaient préalablement recu de 
la tyrosine, succombaient tous lors de l’injection déchainante, 
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trois des cing cobayes ayant recu de la di-iodotyrosine survé 
curent. 

I. Snapper et A. Griinbaum [41, 42 et 13] ont mis en évi- 
dence, également en ce qui concerne les iodoprotéines, qu’outre 
la di-iodotyrosine, toute une série de corps aromatiques iodés 
avaient un effet inhibiteur : la thyroxine, le soziodol ou acide 
3-5-di-iodo-4-hydroxybenzénesulfonique, l’acide 3-5-di-1odo- 
4-hydroxyhippurique, l’acide 3-5-di-iodo-4-hydroxybenzoique, 
etc. L’ester méthylique de ce dernier acide n’avait pas d’effet 
inhibiteur, de méme que la thyronine et l’acide 3-5-di-iodo- 
2-hydroxybenzoique. 

Nous avons voulu rechercher quels sont, dans une xantho- 
protéine, les groupements immunologiquement spécifiques. I 
va sans dire que seuls les acides aminés qui, & l’état combiné, 
subissent la nitration, doivent étre retenus a cet effet. Ceci 
n’implique pas, comme nous aurons |’occasion de, le constater, 
que tous les acides aminés nitrés identifiés par les biochimistes 
dans les xanthoprotéines aient la méme importance immuno- 
logique. 

Les biochimistes se sont surtout intéressés 4 l’étude de la 
réaction colorée due a l’action de l’acide nitrique sur les pro- 
téines et a l’identification des acides aminés responsables de 
l’apparition de cette coloration. Il semble bien que la premiére 
mention de la xanthoréaction ait été faite par Hatschett (cité 
d’aprés Habermann et Ehrenfeld [44]) qui, en 1799, ayant mis 
de l’albumine d’ceuf au contact d’acide nitrique dilué, nota que 
cet acide et l’albumine se coloraient en jaune intense. II 
observa la production d’acide oxalique. M. Nencki et N. Sie- 
ber [45] font réagir de l’acide nitrique sur des protéines séches : 
hémoglobine, globine, caséine ; ils identifient, parmi les pro- 
duits de la réaction, de l’acide paranitrobenzoique et de l’acide 
oxalique, mais, comparés aux conditions habituelles de la 
xanthoréaction, leurs procédés de nitration sont brutaux ; 
d’autre part, la présence de l’acide paranitrobenzoique, qui est 
incolore, n’explique pas la teinte jaune orange présentée par 
les nitroprotéines. Strecker, en 1850 déja [16], faisant agir de 
Vacide nitrique sur de la tyrosine, obtient un produit cristal- 
lisé, jaune en solution acide et rouge orange en solution alca- 
line. Léw [47] fait agir sur de l’albumine, a froid, un mélange 
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d’acide nitrique fumant et d’acide sulfurique concentré. Le 
précipité floconneux obtenu en versant le produit dans de l'eau 
se dissout par addition d’alcali, en donnant une coloration 
rougeatre. Par action de l’acide nitrique seul, a froid, il obtient 
ce qu'il considére comme une « trinitroalbumine ». 

Salkowski s’est, le premier, livré & une étude systématique 
du réle des divers acides aminés dans la xanthoréaction. 
D’aprés lui [18], interviennent dans cette réaction le groupe- 
ment phénolique, c’est-d-dire parmi les acides aminés la tyro- 
sine, et le groupement indol (scatol), c’est-a-dire le trypto- 
phane, dont, bien entendu, l’existence était inconnue a cette 
époque. Le groupement phénylique : acide phénylacétique, 
phénylpropionique, donne des dérivés nitrés incolores ; il en 
est de méme de l’acide phénylaminopropionique de Schulze 
(phénylalanine). I] est néanmoins possible que, lors de la nitra- 
tion d’une protéine, des radicaux NO, se fixent sur le noyau 
aromatique de ce dernier acide. 0. von Furth (thése de Stras- 
bourg, 1899) constate que l’acide nitrique agissant sur une pro- 
téine donne naissance a divers produits, qu’il n’y a pas une 
réaction unique, limitée & un seul acide aminé. Il note, parmi 
les produits d’hydrolyse d’une xanthoprotéine, une substance 
colorée, contenant du soufre ; par réduction et hydrolyse plus 
compléte, il reconnut qu’il s’agissait d’un complexe donnant 
naissance & un dérivé de l’indol. II s’agit 1a, vraisemblable- 
ment, d’un produit de dégradation du tryptophane. Rohde [49] 
constate qu'une trace d’acide scatolamino-acétique donne, avec 
l’acide nitrique, une coloration jaune intense, virant a l’orange 
par addition d’alcali ; la réaction des xanthoprotéines est donc 
due, en partie, au groupement indol. Abderhalden et 
Kempe [20] ont également observé l’apparition d’une teinte 
jaune en faisant bouillir du tryptophane en présence d’acide 
nitrique. K. Inoye [24] a étudié les produits d’hydrolyse de la 
nitrofibroine de soie. En plus de divers produits incolores, il a 
pu isoler de la mononitrotyrosine. Mentionnons encore les 
travaux de Mérner [22, 23] qui, faisant agir de l’acide nitrique 
concentré sur diverses protéines, de fagon a les hydrolyser, 
obtient de l’acide oxalique et de l’acide paranitrobenzoique, 
provenant, d’aprés cet auteur, de la phénylalanine et dont la 
présence parmi les produits d’hydrolyse d’une protéine nitrée 
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démontrerait l’existence de cet acide aminé dans la protéine 
en question. Mérner décéle encore de l’acide picrique, qui 
prendrait naissance a partir de la tyrosine, de la phénylalanine 
et du tryptophane. Notons, cependant, que les méthodes mises 
en ceuvre (nitration en présence d’acide concentré, au bain- 
marie) sont bien plus énergiques que celles utilisées pour la 
préparation des nitroprotéines destinées aux recherches immu- 
nologiques. 

T. B. Johnson [24] a pu montrer que, dans la nitrofibroine 
de soie, la tyrosine se nitrait en position ortho par rapport 
au radical hydroxyle. la nitration de la tyrosine libre donnant 
naissance au méme produit. Mérner [25], poursuivant ses 
recherches et voulant déterminer l’importance respective de 
la tyrosine et du tryptophane dans l’apparition de la xantho- 
réaction, conclut que le nitrotryptophane a en milieu acide 
un pouvoir colorant triple de celui de la nitrotyrosine, mais 
qu’en milieu alcalin, alors que le pouvoir colorant du nitro- 
tryptophane est triplé par rapport 4 la teinte en milieu acide, 
celui de la nitrotyrosine augmente 45 fois. Ces recherches ne 
tiennent pas compte de Ja teneur trés variable des divers pro- 
tides en ces deux acides aminés. D’autre part, la phénylalanine 
n'interviendrait pas dans la réaction des xanthoprotéines. 
Lieben [26], étudiant également la nitrofibroine, conclut que 
seule la tyrosine y est nitrée a l'état de mononitrotyrosine 
(la fibroine ne contient pas de tryptophane). La nitration de la 
caséine semble s’opérer a la fois au niveau de la tyrosine et du 
tryptophane ; il en est de méme pour la fibrine, la globuline 
du sérum, etc. Tillmans, Hirsch et Stoppel [27] ont utilisé la 
xanthoréaction pour effectuer un dosage colorimétrique de la 
teneur en tyrosine et en tryptophane des protéines, en se 
basant sur le fait que les autres acides aminés, ne fournissant 
pas de produits colorés, ne participent pas a la réaction (nitra- 
tion 4 chaud). Bauer et Strauss [28] ont pu montrer que, en ce 
qui concerne la globine, la nitration donne naissance a du 
mononitrotryptophane et 4 de la mononitrotyrosine, alors que 
Viodation d’une protéine fournit de la tyrosine di-iodée. Les 
chiffres obtenus par Bauer et Strauss par dosage des radi- 
caux NO, introduits dans la globine correspondent fort bien 
& ceux qu’un calcul basé sur l’introduction d’un seul radi- 
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cal NO, par molécule de tyrosine et de tryptophane permet 
d’obtenir. Citons encore R. Kapeller-Adler [29] qui a trouvé, 
comme Mérner, que par nitration 4 chaud de la phénylalanine 
il y avait production d’acide paranitrobenzoique. Enfin, il faut 
noter que Kossel et Kennaway [30] ont pu nitrer des protamines 
telles que le sulfate de clupéine (les protamines ne contiennent 
pas d’acides aminés aromatiques). Cette nitration s’effectue 
au niveau de l’arginine, celle-ci pouvant également étre nitrée 
a l’état libre. Le radical NO, s’introduit au niveau du noyau 
guanidique : 


COOH — CH — CH, — CH, — CH, — NW — C— NH — NO, 
I 
NH, NH 


En résumé, seuls la tyrosine et le tryptophane donnent par 
nitration des produits colorés ; aussi est-ce bien & ces deux 
acides aminés qu’il faut attribuer la coloration jaune orange 
des protéines nitrées. De plus, un troisiéme acide aminé aroma- 
tique, la phénylalanine, tout en ne formant pas par nitration 
de dérivé coloré, parait également susceptible de nitration par 
substitution dans le noyau aromatique. Il est douteux que la 
technique usuelle de nitration donne naissance a de la nitro- 
arginine. 


But de ce travail. 


Notre but est de rechercher, au moyen de la technique 
d’inhibition des réactions de précipitation, quels sont les 
acides aminés nitrés susceptibles d’entrer en combinaison avec 
les sérums de lapins préparés au moyen d’injections de nitro- 
sérum. La chimiospécificité particulitre des antinitrosérums, 
qui leur permet de réagir avec toute protéine nitrée, est évi- 
demment en relation avec la présence de radicaux NO, dans 
la molécule de certains acides aminés. En d’autres termes, il 
existe, dans les anticorps, des groupements spécifiques dirigés 
contre ces acides aminés nitrés, ne réagissant pas avec la 
molécule totale de nitroprotéine, ni méme avec les fragments 
peptidiques de cette molécule. S’il n’en était pas ainsi, si les 
groupements chimiospécifiques des anticorps réagissaient avec 
la molécule compléte ou avec des fragments supérieurs 4 ceux 
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que constituent les acides aminés nitrés, on ne pourrait s’expli- 
quer les réactions de précipitation entre un sérum antinitro- 
sérum de cheval et du nitrosérum humain. Les globulines et 
albumines de ces deux protéines possédent des proportions 
fort différentes des divers acides aminés et la disposition de 
ces acides entre eux différe également. Ces différences sont, 
cela va sans dire, incompatibles avec une hypothése d’anti- 
corps chimiospécifiques réagissant avec des complexes d’acides 
aminés nitrés ou avec des molécules entiéres de globuline ou 
d’albumine nitrée. Ceci étant posé, nous avons fait l’essai des 
divers acides aminés nitrés qui ont été isolés a partir des 
xanthoprotéines. Comme on aura l’occasion de le voir, tous 
ces acides ne sont pas doués du pouvoir inhibiteur, ce qui 
implique évidemment l’absence de groupements spécifiques 
dirigés contre eux et ce qui permet de conclure a leur non- 
participation aux réactions qui, chez l’animal injecté, déter- 
minent l’apparition des anticorps. 


Technique utilisée. 


Nous nous sommes servi, pour l’obtention des immunsérums 
dirigés contre les protéines nitrées, de sérum de cheval traité 
selon la méthode de Landsteiner et Prasek [5]. 


On laisse tomber, goutte A goutte, du sérum de cheval dans 
6 volumes d’acide nitrique 5 N ; aprés quinze minutes a la température 
de la chambre, on verse Je mélange dans 5 volumes d’cau distiliée, 
refroidie 4 0°. Aprés séjour de douze heures a la glaciére, on recueille 
le dépét que l’on redissout dans un peu de soude, on neutralise et l’on 


raméne le liquide au volume initial de sérum. On isotonise au moyen 
de NaCl. 


Nous injectons 5 cent. cubes de nitrosérum par voie intravei- 
neuse & chaque lapin & intervalles de trois jours ; dix jours 
aprés la derniére injection (d’habitude la cinquiéme ou la 
sixiéme) une prise de sang est faite & l’oreille, le sérum est 
essayé aprés chauffage pendant une heure & 86°; s’il se montre 
suffisamment actif l’animal est saigné A blanc et le sérum, 
aprés chauffage, est conservé & la glaciére. Au cours des essais 
de précipitation nous avons, bien entendu, utilisé comme anti- 
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géne détecteur une protéine nitrée différente de celle injectée 
aux animaux producteurs d’immunsérum. Cette précaution 
essentielle doit étre observée chaque fois que l’on désire étu- 
dier l’effet d’une modification chimique sur le caractare anti- 
génique d’une protéine. Il se peut que cette modification (en 
Poccurrence nitration) ne soit pas compléte, qu’une partie de 
Ja protéine conserve ainsi sa spécificité naturelle. Il y aurait 
dans ce cas, formation chez le lapin de deux précipitines dis- 
tinctes, une agissant sur la protéine modifiée, l’autre sur la 
protéine naturelle. Afin d’éliminer les réactions dues a cette 
derniére précipitine, on utilise un antigéne provenant d’une 
espéce animale différente, en l’occurence nous nous sommes 
servi de sérum humain nitré. Celui-ci, dilué en eau physio- 
logique au 1/100, 1/1000 et 1/10.000, est réparti a raison de 
0c. c. 5 par tube. On ajoute ensuite 4 chaque tube II gouttes 
de sérum antinitrosérum, en agitant de facon a bien mélanger 
les liquides. La lecture faite aprés une heure de séjour a la 
température ordinaire est confirmée aprés séjour de vingt- 
quatre heures 4 la glaciére. En général nous ne mentionnons 
que les résultats de cette derniére lecture. 


Action de la nitrotyrosine sur les réactions de précipitation. 


Nous avons utilisé pour ces essais de la 1-tyrosine (Hoffman- 
Laroche) que nous avons nitrée d’aprés la méthode indiquée 
par Bauer et Strauss [34] et Zeynek [32]. Le corps ainsi obtenu 
est de la mononitrotyrosine nitrée en position 3 : 


NS 
Mh, Fe =c0. 
| 
NH, 


Apres avoir vérifié le pouvoir précipitant des sérums anti- 
nitrosérum, nous avons effectué l’essai suivant : d’une part 
nous avons fait réagir les divers sérums anti sur le nitrosérum 
humain aux diverses dilutions indiquées, ces dilutions étant 
faites en eau physiologique, d’autre part, et suivant la méme 
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technique nous avons mélangé les sérums anti aux dilutions de 
nitrosérum, ces dilutions étant faites en eau physiologique 
contenant de la nitrotyrosine 4 une concentration de 0,5 milli- 
mole p. 100. Ces dilutions sont soigneusement neutralisées. 
Enfin nous avons établi des tubes témoins, contenant du sérum 
humain dilué soit en eau physiologique, soit en eau physiolo- 
gigue + nitrotyrosine, et nous y avons ajouté I gouttes de 
sérum de lapin antisérum humain. Le tableau ci-dessous réunit 
les résultats, lus aprés vingt-quatre heures, de l’essai des 


sérums de 9 lapins. 
SERUM DE LAPIN ANTINITROSERUM DE CHEVAL 


9 0 Q °3 ° n°? 5 n° 6 n°? 7 nos n° 9 
n n° Q n n 


Antigéne dilué en eau physiologique : 


100. . + + ++ + + 444 + + + 


1/1.000. +4 ++ 44+ +++ 4+ 444+ 444+ 4+ 4+ 
LEO. 600 oe ee a ss Ps = ve dee 


Anligene dilué en eau physiologique + nitrotyrosine : 


e/L00% mee — — — _— — — — — 
4/4.000 . oe =e = — 
Controle : sérum antisérum humain. 

5 “ SERUM HUMAIN 

Pe BRUNE dilué en eau 

ree a eat physiologique 

Nereis + nitrolyrosine 
Antigénerdilwésau yA 000 eee ane te ++ apae 
Antigéne dilué au 1/1.000....... +++ +++ 

Antigéne dilué au 1/10.000 2... 20 + aia 


La réaction de précipitation entre le sérum antinitrosérum de 
cheval et le nitrosérum humain est inhibée de la facon la plus 
compléte par la nitrotyrosine. Cette inhibition est spécifique, 
la présence de la nitrotyrosine ne modifiant nullement l’allure 
d’une réaction de précipitation entre un sérum antisérum 
humain et l’antigéne correspondant. Ainsi donc l’injection au 
lapin de nitrosérum de cheval détermine la formation d’anti- 
corps possédant un groupement réactionnel a affinités spéciales 
pour la nitrotyrosine. Nous pouvons donc dés a présent con- 
clure que la nitrotyrosine qui se trouve & 1|’état combiné dans 
la molécule de nitroprotéine confére 4 celle-ci, en partie tout 
au moins, sa chimiospécificité immunologique nouvelle. Re- 
marquons que la tyrosine non nitrée, utilisée aux mémes 
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concentrations moléculaires, n’exerce aucune influence sur la 
réaction de précipitation sérum de lapin antinitrosérum de 
cheval-nitrosérum humain, ni, cela va sans dire, sur la préci- 
pitation de l’antisérum humain par le sérum humain. Les anti- 
corps spécifiques n’agissent donc pas sur l’ensemble de la 
molécule de l’antigéne nitré, fait que l’on pouvait prévoir. 


Action de la nitrotyrosine 
sur la fixation spécifique de 1’alexine. 


La nitrotyrosine empéche également la fixation de l’alexine 
sur un mélange en quantités appropriées de nitrosérum 
humain et de sérum antinitrosérum de cheval, et de plus, cette 
action empéchante est spécifique en ce sens que la présence 
de nitrotyrosine n’empéche pas la fixation de l’alexine sur 
un mélange de sérum de cheval et de sérum de lapin anti- 
cheval. C’est ce que nous montre l’expérience suivante : 


Dans deux séries de dix tubes, introduisons 0 c. c, 25 de nitrosérum 
humain dilué au 1/1.000, tandis qu’une troisiéme série de dix tubes 
recoit la méme quantité de sérum de cheval, dilué de la méme facon. 
Dans chaque série, ajoutons aux neuf premiers tubes, sous un volume 


NITROTYROSINE 


physiologique 


Anligénes dilués au 1/1.000 : 


Sérum antinitrosérum n° 2.| C Cc | Ine. | Inc. 


C 
Séxum antinitrosérum n° 4.| C . @ |Pr.0} 0 


Sérum anticheval 0 0 0 


Antigénes dilués au 1/4.000 : 
Sérum antinitrosérumn°2.; C} C | C (0) C (3, : ) 
Sérum antinitrosérumn?® 4.}| C | C}] C C CelPER0 
Sérum anticheval () nets 0 0 0 


0, pas d’hémolyse; Pr. 0, début d@hémolyse; Inc., hémolyse incomplete ; C, hémolyse 
complete. 
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uniforme de 0 c. c. 25, des dilutions croissantes de nitrotyrosine (de 
1/100 4 1/10.000). Le dernier tube de chaque série recoit 0 c. c. 25 d’eau 
physiologique. Tous les tubes des deux premiéres séries regoivent enfin 
0c. c. 25 de sérum antinitrosérum de cheval dilué au 1/20, provenant 
de deux lapins différents, n° 2 pour la premiére série, n° 4 pour la 
deuxiéme. Les tubes de la troisitme série regoivent 0 c. c. 25 de sérum 
de lapin antisérum de cheval dilué au 1/20. Tous les tubes sont com- 
plétés au moyen de 0c. c. 25 d’alexine diluée au 1/7. Le méme ensemble 
est réalisé avec du nitrosérum humain et du sérum de cheval dilués 
au 1/4.000 au lieu de la dilution au 1/1.000 utilisée ci-dessus. Aprés 
séjour d’une heure a 37°, nous ajoutons 4 chaque tube une goutte de 
globules sensibilisés de mouton et nous faisons la lecture aprés nouveau 
séjour de vingt minutes a 37°. 


Ces résultats nous montrent l’action empéchante de la nitro- 
tyrosine ainsi que sa spécificité. Ils permettent en méme temps 
un dosage de cette action inhibitrice. Celle-ci dépend, comme il 
fallait s’y attendre, toutes les autres conditions étant égales, 
de la teneur en antigéne, en ce sens que la nitrotyrosine inhibe 
& des dilutions plus fortes quand l’antigéne est luisméme plus 
dilué. Remarquons que la solution de nitrotyrosine a 4 p. 400 
correspond a peu prés a une solution 4 5 millimole p. 100 et que 
l’on observe encore des effets inhibiteurs trés nets, en présence 
d’antigéne a 1/4.000, avec de la nitrotyrosine diluée au 1/4.000 
et méme au 4/2.000, c’est-a-dire 4 une concentration dans les 
tubes de 0,01 et 0,005 millimole p. 100 environ, compte étant 
tenu de la dilution déterminée par les autres réactifs : sérum 
anti, alexine et antigéne. Nous avons bien entendu établi les 
tubes témoins usuels : tubes contenant les sérums anti 
+ alexine ; tubes contenant les sérums anti, la nitrotyrosine 
et l’alexine ; tubes contenant les antigénes et la nitrotyrosine ; 
tubes contenant les antigénes, la nitrotyrosine et l’alexine. 
Les tubes contenant de l’alexine étaient complétement hémo- 
lysés, les autres ne |’étaient nullement. 

Le réle de la nitrotyrosine étant ainsi mis en évidence, on 
était en droit de se demander si les groupements spécifiques 
des anticorps réagissent avec la molécule tout entiére de cet 
acide aminé nitré ou avec une fraction seulement de cette 
molécule > Pour répondre a cette question la voie & suivre est 
évidemment de s’adresser & des produits aromatiques nitrés 
dont la structure s’écarte progressivement de celle de la nitro- 
tyrosine et d’étudier leurs propriétés inhibitrices afin de saisi: 
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laltération de structure & partir de laquelle elles disparaissent. 
On pourra ainsi déterminer les radicaux ou groupements qu’il 
faut substituer au noyau benzénique pour lui conférer une 
activité vis-a-vis des anticorps spécifiques pour les nitropro- 
téines. 


Action de l’acide dinitrohydroxyphénylpropionique 
sur les réactions de précipitation. 


L’acide 4-hydroxyphénylpropionique ou acide hydropara- 
coumarique est un acide fort voisin de la tyrosine, l’utilisation 
de son dérivé nitré va nous permettre un début d’analyse. Ce 
corps aromatique étant en somme de la tyrosine déaminée, 
son utilisation nous permettra de résoudre la question sui- 
vante : la présence du radical NH, dans la molécule de nitro- 
tyrosine est-elle nécessaire pour lui conférer un pouvoir inhi- 
biteur ? L’acide hydroparacoumarique n’existant pas dans le 
commerce nous avons pris comme point de départ l’acide para- 
coumarique de l’aloés (Schuchardt). Cet acide (C,H,.0H.CH 
— CH—CO.H) présente une chaine latérale non saturée. 


Nous avons procédé a l’hydrogénation de cette chaine latérale en 
mettant, selon Hlasiwetz [33], une solution de l’acide en question au 
contact d’amalgame de sodium. Le tout est porté a 1]’ébullition pendant 
quarante-cing minutes et, aprés refroidissement et neutralisation par 
de l’acide sulfurique dilué, on agite avec de 1’éther dans lequel 1’acide 
hydroparacoumarique est trés soluble. Le produit cristallisé 4 partir 
de cette solution est ensuite soumis a la nitration selon la méthode de 
Stéhr [34]. On introduit l’acide par portions dans de ]’acide nitrique 
(dens. 1,4), A raison de 1 gramme pour 10. Le mélange est refroidi par 
de la glace. On dilue ensuite au moyen d’eau distillée et l’acide dinitro- 
hydroparacoumarique se précipite. 

Ce précipité, recueilli par filtration, est redissous dans de l’eau dis- 
tillée 4 l’ébullition. Par refroidissement, on observe la cristallisation 


OH 
“NNO, 


NO, 
[| 


Cis CH, = CO.n 


de belles aiguilles longues de plusieurs centimétres. Ce produit, recris- 
tallisé trois fois selon la méme méthode, a un point de fusion (non 


corr.) de +136° (théor. +137°5). 
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Cet acide dinitrohydroparacoumarique est nitré en position 3 et 5. 
Son sel de sodium est mis en solution dans de l’eau physiologique & 
raison de 0,5 millimole p. 100. Dans cette solution, on prépare des 
dilutions de nitrosérum humain au 1/100, 1/1.000 et 1/10.000. Les 
témoins sont les suivants : nitrosérum dilué de Ja méme fagon en 
eau physiologique et sérum de cheval dilué en eau physiologique et 
acide dinitrohydrocoumarique. On répartit les diverses dilutions 4 
raison de 0 c. c. 5 par tube ; on ajoute II gouttes de sérum de lapin 
antinitrosérum de cheval a toutes les dilutions de nitrosérum et la 
méme quantité de sérum antisérum de cheval aux dilutions de sérum 
de cheval. 


Nous donnons ci-dessous les résultats aprés séjour d’une 
heure a la température ordinaire et de vingt-quatre heures a la 
glaciére. 

Notons qu’aprés une heure de contact les tubes ot la réaction 


SERUM ANTINITROSERUM DE CHEVAL 
Fa ace eee ea 
n° 1 ne 2 n° 3 n° 4 anticheval 


“ 


SERUM 


Anligéene dilué en eau physiologique : 


1/100... 2... SP dee ar Ie a te 

1/1.000...... Shetty Sharat Slashes aiaaiaiate Siralset 

HVA 000) a 3 -- os ae — ate 
Antigéne dilué en acide dinitrohydrocoumarique : 

LAO OE. BES ee cs — “ — = 444 

D/P S000 8 tae -— — == a eetete 

AMOeHOC co. = = = Re be 


était pratiquée en eau physiologique présentaient déja de 
notables précipités alors que les autres restaient limpides. La 
précipitation antisérum de cheval-sérum de cheval était aussi 
intense en présence d’acide dinitrohydrocoumarique qu’en eau 
physiologique. 

Nous pouvons donc conclure a une inhibition trés satisfai- 
sante par cet acide. La présence d’un radical aminé n’est donc 
pas nécessaire, nous aurons d’ailleurs confirmation de ce résul- 
tat. D’autre part notons également que les groupements spéci- 
fiques des anticorps, qui sont produits sous l’influence de la 
mononitrotyrosine, ce dérivé nitré étant, d’aprés les hiochi- 
mistes, celui qui prend naissance lors de la nitration d’une 
protéine, sont aisément bloqués par un dérivé dinitré. 
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Action de l’acide dinitrohydroxyphénylpropionique 
sur la fixation spécifique de 1’alexine. 


De méme que la nitrotyrosine, on peut utiliser l’acide 
dinitrohydroparacoumarique comme substance  inhibitrice 
au cours d’expériences de fixation d’alexine. Utilisant la 
méthode décrite & propos de la nitrotyrosine, nous pouvons 
étudier l’effet de dilutions allant de 1/100 & 4/20.000 sur la 
fixation d’alexine diluée au 1/10 en présence de sérum antini- 
trosérum de cheval dilué au 1/20 et de nitrosérum humain 
dilué au 1/4.000. Le témoin est constitué par un sérum anti- 
sérum de cheval dilué au 1/20, son antigéne étant du sérum de 
cheval dilué au 41/4.000. Ainsi qu’en témoigne le tableau, 


ACIDE DINITROHYDROPARACOUMARIQUE 


Sérum antinitrosérum n° 2. 
Sérum antinitrosérum n° 4. 
Sérum anticheval 


Sérum n° 2-+alexine=C. Acide dinitrohydroparacoumarique 4 1/100 
+ alexine = C. ; ; ’ 

Sérum n° 4 + alexine = C. Acide dinitrobydroparacoumarique + nitrosérum 
humain & 1/4.000 + alexine = C. 

Sérum anticheval + alexine = C. Acide dinitrohydroparacoumarique + sérum 
de cheval 4 1/4.000 + alexine = C. 

Acide dinitrohydroparacoumarique 4 1/100 + nitrosérum humain a 1/4.000 


= . 
Acide dinitrohydroparacoumarique & 1/100 + sérum de cheval a 1/4.000 


acide dinitrohydroparacoumarique présente de remarquables 
propriétés inhibitrices de la fixation de l’alexine quand le 
complexe antigéne-anticorps est formé de nitrosérum et d’anti- 
nitrosérum, la fixation de l’alexine n’est d’autre part pas 
entravée par ce composé nitré quand le complexe est constitué 
par du sérum de cheval et de l’antisérum de cheval. 
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Action de l’acide dinitrohydroorthocoumarique 
sur les réactions de précipitation. 


Etant donné l’effet inhibiteur de lV’acide para, nous avons 
recherché quelle était l’action de son isomére ortho (acide 3-5- 
dinitro-2-oxyphénylpropionique). Ce produit a été obtenu au 
moyen de la technique utilisée pour la préparation du produit 
para. Son point de fusion est de +4160° (théor. +4162,5). 


OH 


NO de = (ie CoH 


WA 
No, 


Procédant comme d’habitude, nous étudions l’action du 
sérum antinitrosérum de cheval sur des dilutions de nitrosérum 
humain en eau physiologique et en solution & 0,8 millimole 
p. 100 d’acide dinitrohydroorthocoumarique et nous prenons 
comme témoin des mélanges de sérum antisérum de cheval et 
de sérum de cheval en eau physiologique et en solution de 
lacide nitré. L’examen des tubes aprés une heure et trois 
heures nous montre une inhibition parfaite de la précipitation 
du nitrosérum par les immunsérums homologues en présence 
de l’acide nitré ; le sérum de cheval est précipité par son anti- 
sérum tant en présence de l’acide nitré qu’en eau physiolo- 
gique. Cependant aprés séjour de vingt-quatre heures a la gla- 
ciére l’effet inhibiteur a complétement disparu, tout au plus 
observe-t-on une légére différence, comme il apparait au 


tableau ci-dessous : 
SERUM ANTINITROSERUM 
SS a re 
n° Q n° 4 anticheval 


Anligéne dilué en eau physiologique : 


OEUUtecr in oq co SO ome ao +++ +44 Joab a 
AyfAi, ONO. ok nfo ce RCE A sate Staateate Ste ieate +++ 
10,000 2c aoe ane ee fh ae Ap 

Antigéne dilué en solution d’acide dinitrohydroorthocoumarigque : 
LWA eer emo Gua op So aa ok eS + +H+ eee 


{/1.000n2 = ee, ee ++ ++ aah 
1/LOTOO0 22 sce: eee ee = — = 
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Les relations spatiales entre le radical OH et la chaine laté- 
rale CH,-CH,-CO.H d’une part, entre le radical OH et les grou- 
pements NO, d’autre part, différent selon l’isomére envisagé. 
Si dans les deux cas un des radicaux NO, est en position ortho 
par rapport au radical hydroxyle, par contre l’autre radical 
NO, est soit en position ortho, soit en para, la chaine latérale 
étant inversement soit en para, soit en ortho. Nous verrons, 
en examinant d’autres dérivés nitrés inhibiteurs, que la posi- 
tion des radicaux NO, n’a pas d’influence sur les qualités inhi- 
bitrices. Nous verrons également, en étudiant les acides hydro- 
xybenzoiques nitrés, que le déplacement du radical CO,H ne 
modifie pas non plus ces qualités. Nous constatons au contraire 
ici que le déplacement de Ja chaine latérale substituée de para 
en ortho provoque non pas une disparition compléte de l’inhi- 
bition, mais un affaiblissement marqué de celle-ci (la réaction 
de précipitation étant encore notablement ralentie cependant). 
Cette différence de comportement doit étre attribuée, pensons- 
nous, aux différences entre un radical CO,H et la chaine laté- 
rale CH,-CH.-CO.H. 

L’étape suivante de cette étude a été la recherche de 1’in- 
fluence sur le caractére inhibiteur de la disparition de Ja chaine 
latérate propionique et de son remplacement par un radical 
CO.H substitué. A cet effet nous avons eu recours a l’acide 
3-nitro-4-hydroxybenzoique. 


Action de l’acide 3-nitro-4-hydroxybenzoique 
sur la précipitation. 


L’acide parahydroxybenzoique a été obtenu par diazotation 
de l’acide para-aminobenzoique en présence de nitrite de soude 
et d’acide sulfurique. 


Aprés séjour de deux heures 4 la température de la chambre, on 


ou 
“NO, 


ona 
WA 
CO.H 
porte le liquide au bain-marie 4 100°. Lors du refroidissement, on 
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recueille des cristaux qui sont fortement colorés. Ceux-ci sont redissous 
dans de l’eau bouillante A laquelle on ajoute du charbon en poudre. 
On obtient ainsi, aprés filtration et refroidissement, des cristaux bien 
blancs. Aprés trois recristallisations, on obtient un corps dont le point 
de fusion (non corr.) est de +208° (théor, +210°). Chauffant ensuite 
au bain-marie 5 grammes de cet acide avec 5 c. c. d’acide nitrique 
(dens. 1,4), mélangés A 30 cent. cubes d’eau distillée, on observe que 
le liquide se colore peu & peu en jaune orange. Lors du refroidissement, 
onobtient une bonne cristallisation. Le produit est soumis a trois recris- 
tallisations. Le point de fusion est 4 ce moment de +180° (théor, +1822). 
Ce produit, fort acide, est neutralisé au moyen de soude et l’on en 
établit une solution a 0,5 millimole p. 100 en eau physiologique. On 
procéde ensuite comme pour les essais des substances étudiées précé- 
demment, 


Les résultats de la lecture faite aprés séjour de vingt-quatre 
heures a la glaciére sont tout & fait comparables 4 ceux obtenus 
au moyen de la tyrosine ou de l’acide dinitrohydroxyparacou- 
marique. 


4 


SERUM ANTINITROSERUM 


i SERUM 
nod n° 2 n° 3 n° 4 no 5 n°® 6 n° 7 nos anti- 
humain 


Antigéne dilué en eau physiologique : 


VEL) ee Sa Se ae ee eer) eet 2 ey 
4/1.000.. ++ t+ ++ FHP 44 44+ 444+ 44 444 


Antigénes dilués en acide nitroparahydroxybenzotque : 


a7. 0 Operon — Ath 
4/4000 = epeeteele 


Nous voyons, d’aprés ces essais, que le fait de supprimer la 
chaine latérale de l’acide hydroxyphénylpropionique n’altére 
pas le pouvoir inhibiteur de ce corps. La nitrotyrosine des 
xanthoprotéines agit donc uniquement par son radical aroma- 
tique. L’introduction du radical NO, se faisant au niveau de 
ce radical cyclique, il fallait, bien entendu, a priort considérer 
que cette partie de la molécule intervenait & coup sir dans la 
réaction d’inhibition ; restait 4 voir si elle intervenait seule ou 
comme partie intégrante de la molécule tout entire. Ces résul- 
tats confirment la premiére des deux éventualités. Ts sont a 
rapprocher de ceux observés par Snapper [44-42 et 43]. Cet 
auteur a noté que les précipitations de l’iodoprotéine par le 
sérum de lapin antiiodoprotéine étaient inhibées par l’acide 
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3-5-di-iodo-4-hydroxybenzoique. Qu’il s’agisse de nitro ou 
d’iodoprotéines, les groupements spécifiques des anticorps 
réagissent avec la partie aromatique, nitrée ou halogénée selon 
le cas, de la tyrosine. 


Action de l’acide ortho et paranitrosalicylique 
sur la précipitation. 


La tyrosine et l’acide hydroxybenzoique utilisés au cours de 
ces expériences sont des corps dont le radical hydroxyle est 
situé en position para (4) par rapport a la chaine latérale ala- 
nine ou au radical CO.H et les dérivés mononitrés utilisés pré- 
sentent leur radical NO, en position méta (8) par rapport a 
cette méme chaine ou radical. Les rapports des divers radi- 
caux de l’acide dinitrohydroparacoumarique sont semblables. 
Ces rapports sont-ils nécessairement fixes, ou bien peut-on 
sans faire varier les propriétés inhibitrices de ces corps, faire 
varier la situation de ces divers radicaux ? Depuis les études 
de Landsteiner sur les réactions sérologiques des antigénes 
conjugués on sait l’importance, au point de vue de la spécifi- 
cité, de la position relative des radicaux acides substitués par 
rapport par exemple au radical aminé, un sérum antiacide 
para-aminobenzoique réagissant au maximum avec |’antigéne 
homologue, trés faiblement avec l’isomére meta et pas du tout 
avec l’isomére ortho. Il a été établi que les groupements acides 
CO.H, SO,H, AsO,H. exercent une influence particuliérement 
importante. Les acides nitrohydroxybenzoiques présentant 
trois radicaux polaires : OH, NO, et CO,H, on aurait pu s’at- 
tendre A constater parallélement a des variations relatives de 
situation de ces trois radicaux des modifications des propriétés 


one es 
on Youn 


inhibitrices ; d’autant plus que nous avons déja constaté les 
faibles propriétés inhibitrices de l’acide dinitrohydroorthocou- 
marique. 
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On trouve dans le commerce deux dérivés nitrés de l’acide 
salicylique (acide orthohydroxybenzoique), l’acide 3-nitro- 
2-hydroxybenzoique ou acide orthonitrosalicylique et l’acide 
5-nitro-2-hydroxybenzoique ou acide paranitrosalicylique (pro- 
duits B.D.H.). Ainsi qu’il est aisé de s’en rendre compte en 
comparant avec l’acide 3-nitro-4-hydroxybenzoique, le premier 
de ces isoméres posséde un radical NO. dont la position relative 
est conservée, il est comme dans l’acide 4-hydroxybenzoique 
en position méta par rapport au radical CO,H, en position 
ortho par rapport au radical hydroxyle ; ce dernier seul 
a subi un déplacement. En ce qui concerne le deuxiéme 
isomére, nous y trouvons, en plus du déplacement du 
groupe hydroxyle, une modification des situations relatives 
des deux radicaux OH et NO., ce dernier étant a pré- 
sent en position para par rapport au premier, tout en 
ayant conservé sa situation par rapport au radical CO.H. 
L’acide paranitrosalicylique est, en ce qui concerne la disposi- 
tion des radicaux, plus éloigné de l’acide 3-nitro-4-hydroxy- 
benzoique que ne l’est l’isomére ortho. Les expériences faites 
au moyen de ces deux isoméres sont exposées dans le tableau 
ci-dessous. Les produits ont été utilisés, comme d’habitude, 
sous forme de solutions 4 0,5 millimole p. 100, neutralisées par 
de la soude. La lecture est faite aprés vingt-quatre heures. 


SERUM 


n° 5 n° 8 n° 9 n° it D 


Anligéne dilué en eau*physiclogique : 


YA OO gic agree Oe + nt set pee = 
1/1.000....... Sheaiet Seats te estat eae near 
VOOM 6 esa° a + + + at ate 
Anligéne dilué en acide orthonitrosalicylique : 
AN/ 100 csccersebs, anc. _ — = = _ 
EW MIU Does “so la ome — = — —_ Ls 
AAO O00) ree «eee _~ — = = = 
Antigéne dilué en acide paranitrosalicylique : : 
UW Ue BOG) 5 Lg do Fe —_ — = zoae = 
PUES Ueearck ou co. Be Gus — = = = oes 
AVA OP OOO on ies sauces — -- — as = 


L’expérience témoin est pratiquée simultanément en faisant 
agir un sérum de lapin anticheval sur l’antigéne correspondant 
dilué en eau physiologique, en eau physiologique contenant de 
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l’acide orthonitrosalicylique et en eau physiologique conte- 
nant de l’acide paranitrosalicylique a 0,5 millimole p. 100. 
La précipitation est identique dans les trois cas. 

Nous constatons done que les deux acides nitrosalicyliques 
' essayés exercent une inhibition aussi parfaite que celle due a 
Vacide 3-nitro-4-hydroxybenzoique. Les modifications spatiales 
déterminées par le déplacement du radical hydroxyle par rap- 
port au radical CO,H ou aux radicaux CO,H et NO, n’exercent 
donc pas d’influence sur le pouvoir inhibiteur. Ce résultat est 
d’autant plus inattendu que Snapper, au cours des travaux 
déja mentionnés [414, 12 et 13] a remarqué, en comparant 
action de l’acide 3-5-di-iodo-4-hydroxybenzoique et de l’acide 
3-5-di-iodo-2-hydroxybenzoique, que le déplacement du radical 
hydroxyle de 4 en 2 supprimait tout effet inhibiteur. La spé- 
cificité de Vinhibition des précipitations du nitrosérum par 
V’antisérum correspondant est moins étroite que celle observée 
par Snapper. 


Action de l’acide 4-nitro-3-hydroxybenzoique 
sur la précipitation. 


Les acides nitrosalicyliques utilisés au cours des essais précé- 
dents présentent, a l’examen des positions des radicaux CO.H 
et NO., les mémes rapports que ceux présentés par ces radi- 
caux dans le cas de l’acide 3-nitro-4-hydroxybenzoique, le 
radical NO, étant dans tous les cas en position 3 ou 8 (ce qui 
est équivalent) par rapport au groupement CO.H. C’est pour- 
quoi il a paru intéressant d’étudier un acide hydroxyben- 
zoique dont les radicaux NO, et OH sont tous les deux déplacés 
par rapport au radical CO.H. L’acide méta (3) hydroxyben- 
zoique (Schuchardt) a été utilisé a cet effet. La nitration de ce 


See 
CO,I 


produit donne naissance a trois isoméres mononitrés, les acides 
9-nitro, 4-nitro et 6-nitro-3-hydroxybenzoiques. Le rendement 
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en dérivés 2 et 6-nitro étant minime nous avons effectué les 
essais au moyen de l’acide nitré en position 4 (point de fusion 
+229°, théor. +230°). Le produit, sous forme de sel de 
sodium, étant trés peu soluble en eau physiologique, sa solu- 
bilité étant en tout cas inférieure au taux de 0,3 millimole - 
p. 100, nous avons fait usage d’une solution saturée. Ici encore 


les résultats ont été trés nets. 
SERUM ANTINITROSERUM DE CHEVAL 


I TT 


n° 1 n° 2 n° 3 n° 4 


Nitrosérum humain dilué au 1/1.000 


en eau physiologique..... ++ +++ ++ alee 


Nitrosérum humain dilué au 1/1.000 
en acide 4-nitro-3-hydroxyben- 
ZROIKG WS? cys Ks mcmaetie a, (O6U Gcwicns = = = = 


SERUM ANTICHEVAL 


Sérum de cheval dilué au 1/1.000 en eau physiologique . . +++ 
Sérum de cheval dilué au 1/1.000 en acide 4-nitro-3-hybroxy- 
DON ZOTGUC ee h,.c a cee Entel co skommeeesteet ete ewe rom S Sieseoe 


Malgré la teneur moindre en produit actif de la solution, 
l’inhibition est encore’ parfaite. De ces divers essais nous con- 
cluons que l’on peut modifier les relations spatiales entre les 
radicaux substitués NO, et OH et le radical CO.H sans altérer 
les propriétés inhibitrices des acides hydroxybenzoiques nitrés. 
Cette conclusion n’est valable, bien entendu, que pour les corps 
étudiés, nous nous gardons d’attribuer ce pouvoir inhibiteur a 
tous les dérivés nitrés des trois acides hydroxybenzoiques, tout 
en n’en niant pas la possibilité. 


Action des dérivés nitrés des acides hydroxybenzoiques 
sur la fixation spécifique de 1’alexine. 


Le rdle empéchant des divers acides hydroxybenzoiques 
nitrés peut également étre mis en évidence au moyen de la 
réaction de fixation de l’alexine. 


Prenons des solutions au 1/100 en eau physiologique de l’acide 3-nitro- 
4-hydroxybenzoique, 4-nitro-3-hydroxybenzoique et des acides 3-nitro et 
5-nitro-2-hydroxybenzoiques. Etablissons, 4 partir de ces solutions, des 
dilutions croissantes jusqu’au 1/20.000 et, pour chacun de ces produits, 
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établissons trois séries de tubes contenant 0 c. c. 25 de chacune des 
dilutions. Ajoutons A deux séries de chacun de ces produits 0 c. c. 25 
de sérum antinitrosérum de cheval dilué au 1/20 (sérum 2 ou 4 selon 
la série), O c. c. 25 de nitrosérum humain dilué au 1/4.000 et 0c. c. 25 
d’alexine diluée au 1/10. La troisitme série de chacun de ces produits 
contient 0 c. c. 25 de sérum anticheval dilué au 1/20, 0 c, c. 25 de 
sérum de cheval dilué au 1/4.000 et 0 c. c. 25 d’alexine diluée au 1/10. 
Les témoins usuels sont établis et, aprés séjour d’une heure 4 37°, on 
ajoute, a tous les tubes, I goutte de globules rouges sensibilisés de 
mouton, la lecture se faisant aprés nouveau séjour de vingt minutes a 
1’étuve. 


ACIDE ACIDE ACIDE ACIDE 
3-nitro-4-hy- | 4-nitro-3-hy- 3-nitro-2-hy- 5-nitro-2-hy- 
droxy,ben- droxyben- droxyben- droxyben- 
zoique zoique zo\que zoique 


4 


Sérum n° 2 
Sérum n° 4 
Sérum n° 2 
Sérum n° 4 
Sérum témoin 
Sérum n° 2 
Sérum n° 4 
Sérum témoin |} 
Sérum n° 2 
Sérum n° 


Sérum témoin 
Sérum témoin 
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Eau physiologique . 


Sérum n° 2 + alexine = C. 
Sérum n° 4+ alexine = C. : 
Sérum témoin anticheval + alexine = C. 


Les tubes contenant l’acide 3-nitro-4-hydroxybenzoique ou 
Vacide 4-nitro-3-hydroxybenzoique au 41/4100 seuls, ou conte- 
nant en plus le nitrosérum humain au 1/4.000 ou le sérum de 
cheval au 1/4.000, et auxquels on ajoute l’alexine, nous don- 
nent une hémolyse compléte. Au contraire les tubes contenant 
les acides nitrosalicyliques au 1/100 nous montrent dans les 
mémes conditions une hémolyse presque nulle. Le tableau ci- 
dessus nous montre que les acides nitrosalicyliques aux dilu- 
tions 1/100 et 1/200 exercent une action anticomplémentaire 
qui pourrait faire croire 4 une absence d effet inhibiteur Si Von 
n’utilisait que ces deux dilutions, mais on constate qu’a partir 
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de la dilution 1/400 l’inhibition est compléte. Les tubes témoins 
nous prouvent d’ailleurs qu’il s’agit bien d’une action anti- 
complémentaire. L’inhibition est spécifique pour les quatre 
substances étudiées ; leur présence, en outre, n’empéche pas 
l’alexine de se fixer sur le complexe sérum de cheval-antisérum 
de cheval. 

Landsteiner [9] en essayant le pouvoir inhibiteur des divers 
acides benzoiques monosubstitués sur la précipitation des pro- 
tides conjugués & l’acide para-aminobenzoique par un sérum 
actif, a obtenu des résultats positifs en utilisant des produits 
aromatiques substitués en position para par les radicaux OH, 
CH,, Br, Cl ou NO,. La nature des radicaux cités parait donc ne 
pas avoir d’influence sur le pouvoir inhibiteur. Leur position, 
au contraire, est importante, les mémes radicaux substitués 
en position ortho étant bien moins efficaces. On pourrait ainsi 
expliquer que la. précipitation spécifique du nitro-sérum est 
inhibée non seulement par |’acide 3-nitro-4-hydroxybenzoique 
mais aussi par l’acide 4-nitro-3-hydroxybenzoique. Nous ne 
pensons cependant pas pouvoir accepter cette hypothése. Elle 
ne peut en effet s’appliquer aux acides_ salicyliques nitrés. 
D’autre part, il serait téméraire d’étendre les résultats de 
recherches faites au moyen de substances aromatiques conju- 
guées par l’azoréaction aux données fournies par ]’étude des 
protéines nitrées ; car dans ce dernier cas la nature du radical 
ou de l’atome substitué exerce une influence décisive sur la 
spécificité. Wormall [7] a observé, il est vrai, des précipita- 
tions, assez faibles du reste, d’iodoprotéines et surtout de bro- 
moprotéines par des sérums antixanthoprotéines, la précipi- 
tation inverse de xanthoprotéines par des sérums antiiodo ou 
antibromoprotéine n’ayant pas lieu ; mais il n’a pas obtenu 
d’inhibition de la précipitation d’une xanthoprotéine par 
l’immunsérum correspondant en utilisant de la di-bromo ou 


de la di-chlorotyrosine. On ne peut donc conclure a I’équiva- 
lence des radicaux. 
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Action des nitrophénols sur la précipitation. 


Il va sans dire que la présence d’un groupement NO, est 
indispensable pour conférer aux divers corps aromatiques que 
nous venons d’étudier une action inhibitrice ; nous avons déja 
mentionné l’effet nul de la tyrosine, disons que les trois acides 
hydroxybenzoiques sont également sans action. Mais on était 
en droit de se demander si les deux autres radicaux, CO.H 
et OH sont également indispensables. 


Examinons d’abord le cas de corps aromatiques possédaut un radical 
OH et NO, substitués, mais sans radical CO,H, c’est-a-dire les nitrophé- 
nols (ortho, méta et para). Etablissons comme toujours des dilutions 
de nitrosérum humain en eau physiologique contenant 0,5 millimole 
p- 100 de ces divers nitrophénols et prenons comme témoins des dilu- 
tions au méme taux de ce nitrosérum en eau physiologique et en eau 
physiologique contenant de l|’acide 3-nitro-4-hydroxybenzoique a 0,5 mil- 
limole p. 100. Nous ajoutons divers sérums de lapin antinitrosérum de 
cheval et faisons la lecture finale aprés séjour de vingt-quatre heures a 
la glaciére. 


NITROSERUM HUMAIN DILUE 


en acide 

3-nitro- 
4-hydroxy- 
benzoique 


en eau 
physiolo- 
gique 


en en en 
orthonitro- | métanitro- | paranitro- 
phénol phénol phénol 


Sérum eli /00 
Sérum . 1/1.000. 
Sérum . A000 
Sérum . 4/4.000. 
Sérum 2/100. 
Sérum . 1/1.000. 
Sérum 5 UAE A 
Sérum . 1/41.000. 
Sérum n° 5. 1/100. . 
Sérum . 1/4.000. 
Sérum eS ALOOS 
Sérum . 4/4.000 
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Aucun des mononitrophénols essayés n’exerce donc une 
action inhibitrice sur les précipitations envisagées. Or, les 
divers acides hydroxybenzoiques nitrés, possédant des radi- 
caux OH et NO, en position para ou ortho par rapport l'un a 
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l’autre ont, nous l’avons vu, une action inhibitrice qui, aux 
doses utilisées, est absolue. La suppression du radical CO.H a 
donc entrainé la disparition de cette action. Rappelons que 
Viodophénol utilisé par Wormall [7] n’avait, lui aussi, aucun 
effet sur les précipitations des iodoprotéines par les sérums 
spécifiques correspondants. En utilisant des dinitrophénols 
nous n’avons pas obtenu de résultats différents. Nous dispo- 
sions de l’alpha (2.4) et du gamma (2.5) dinitrophénols. Ces 
produits étant peu solubles, nous les avons utilisés a des 
concentrations de 0,08 p. 100 pour le composé alpha (au lieu 
de 0,09 p. 100) et de 0,025 p. 100 pour le composé gamma (éga- 
lement au lieu de 0,09 p. 100). 

Voici les résultats donnés par une lecture aprés une heure : 

SERUM ANTINITROSERUM 


a a Ges 
ned n° 2 n°’ 3 n° 4 


Nitrosérum humain dilué au 1/41.000 


en €all) physiologique 2). na qpapsr SE4pee Sree aRSSP 
Nitrosérum humain dilué au 1/41.000 

en alpha dinitrophénol ...... Searae PSP SSP SRS ae 
Nitrosérum humain dilué au 1/1.000 

en gamma dinitrophénol ..... SpSRSe SESE SRSP APSF 


Nous avons également utilisé un trinitrophénol, l’acide 
picrique (sous forme de picrate de Na en solution a 0,5 milli- 
mole p. 100 en eau physiologique) sans plus de succés, comme 


le montrent les résultats ci-dessous : 


SERUM 
a 
n° 5 n° 9 n° 11 D 


Nitrosérum humain dilué en eau physiologique : 


1/100) 5 ireueatee ee oe eee eee + + + +. 

Ue IM ane eee ae +++ 5.0 peat aust 

AiO B00 beta Reet sid, ye Se a + — 
Nilrosérum humain dilwé en acide picrique : 

LA00 oe ee xia ae = cit 

LN ETAUNEAR cGy oa ob oA +4- +--+ Je ale 

AO RO0OM ie 2) eee — — = = 


Les mono, di et trinitrophénols sont donc dépourvus d’effet 
inhibiteur. Un radical acide substitué ou faisant partie d’une 
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chaine latérale (cas de la nitrotyrosine et de l’acide dinitrohy- 
droparacoumarique) parait donc indispensable. L’ unique radi- 
cal acide que nous ayons essayé jusqu’a présent est le radical 
CO,H. Peut-on le remplacer par un autre radical acide sans 
altérer les propriétés inhibitrices > Nous ne pouvons répondre 
de fagon formelle a cette question, il aurait fallu, en effet, 
mettre en ceuvre une série de corps aromatiques possédant, 
au lieu du radical CO.H, des radicaux substitués AsO,He, 
SO.H, etc., et munis bien entendu également d’un radical OH 


et NO,. Nous n’avions & notre disposition qu’un produit, un 
acide nitro-phénol-sulfonique. 


. Ce produit a été obtenu par nitration de l’acide paraphénolsulfonique 
(Kolbe Gauhe [35]), en faisant agir 4 chaud sur cet acide mélangé A 
du nitrate de potassium de l’acide sulfurique dilué. On refroidit au 


Hh 
S0,H 


moment de l’apparition de vapeurs nitreuses et le sel de potassium de 
lacide 2-nitrophénolsulfonique se cristallise au refroidissement. On le 
lave 4 l’alcool absolu et 4 l’éther et on recristallise & partir d’une solu- 
tion aqueuse. 


Avec ce composé, & raison d’une solution 4 0,5 millimole 
p. 100 nous avons établi, toujours selon la méme technique, 
des réactions d’inhibition dont voici le résultat aprés vingt- 


quatre heures : 
SERUM 


eee cs 
n° 1 n°'2 n°? 3 no4 n°? 5 A. D 


Nilrosérum humain dilué en eau physiologique : 


WARD Gosh os oR - + AL ote ae a6 ak 
1/4.000. 2... . aPAESP SPARSE OO <P SPS Spero > Se ae 
AN AOR OOO re eine = = + — =f = = 
Nilrosérum humain dilué en acide nitrophénolsulfonique : 
AAO ON cect to) euite. 6 + + + + aL Bs ie 
1/1.000. . 2... ae ake ee oe at ee 
TOO 0 ORM eet. ue - _ = = = Ge 


L’acide nitrophénolsulfonique n’exerce pas d ‘influence nota- 
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ble sur les précipitations spécifiques. Ne disposant que d’un 
seul produit & radical acide autre que CO.H, nous ne pouvons 
bien entendu conclure que seule la présence du radical en 
question confére & un noyau nitrophénol un pouvoir inhibi- 
teur, mais nous pouvons, en tout cas, affirmer que la nature 
du radical acide substitué n’est pas indilférente. Selon Snapper 
[42-43] le « soziodol », phénol di-iodé en position ortho par 
rapport au radical hydroxyle et possédant un radical SO,[ 
substitué en position para, inhibe la précipitation iodoprotéine- 
sérum antiiodoprotéine .Nous n’avons pu nous procurer uD 
corps nitré analogue. 

Nous avons mis en évidence que la précipitation spécifique 
n’est en aucune facon influencée par la présence de nitrophé- 
nol ortho, méta ou para, mais que l’addition d’un radical CO.H 
substitué conférait & la molécule un pouvoir inhibiteur intense. 
Quelle serait l’activité d’un composé dont le radical CO.H 
serait remplacé par un radical non acide, tel que le radical 
méthyle > 


Action du nitrocrésol sur la précipitation. 


Nous avons eu recours pour ces essais au 8-3-dinitro-4-hy- 
droxy-1-méthylbenzol. Nous avons obtenu ce corps par nitra- 
tion du paracrésol en présence d’acide acétique glacial et 
d’acide nitrique. 


On distille par entrainement A Ja vapeur d’eau afin d’éliminer le 
2-nitroparacrésol formé en méme temps ; le liquide résiduel donne par 
refroidissement un précipité jaune orange abondant. Celui-ci est 


recueilli et dissous dans de 1’alcool, la solution alcoolique évaporée & 
température de la chambre donne des cristaux qui sont séparés et 
soumis a une nouvelle cristallisation. (Point de fusion 480°; théor. 
+80°5.) 
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Les essais d’inhibition faits au moyen de ce produit four- 
nissent les résultats suivants : 


SERUM ANTINITROSERUM 
ed 
n° 1 n® 2 n° 3 n° 5 n° 6 n°? 7 n°? 8 n° 11 


Nitrosérum humain dilué en eau physiologique : 


BP OUR Aa Meise Ri i ie) ee) of tit ct ot 
4/4.000. +++ +++ +4 4t4++4+ 44+ 444+ 44+ +4 


Nitrosérum humain dilué en nitrocrésol : 


ENO 23 — — — — — — — = 
1/1.000 . a aa + + —- . — at + 
SERUM ANTIHUMAIN 

Sérum humain dilué en eau physiologique : 4 

MOO Mee rares Stem eeee oer ems elarejse en. Satitete tes for Sr gee cre + 

AE AO OO erent tact cela des a Ub meaiee. srs: Macey otk Pies bila BaP Aeon ale 4-44 

Serum humain dilué en nilrocrésol 
SAO Olu aatcuas convehie sal oat pac apie ar as Gated tarure’ Sewisd ok eeeras es) Feats Soa aw + 
AAP OD0 Wray oi ois areas keh tee oe Cased to Lak tor Lelaes Usps +++ 


La présence du dinitroparacrésol semble donc exercer un 
effet inhibiteur, a la vérité peu prononcé, sur la précipitation. 
Mais alors que les différents composés actifs essayés antérieu- 
rement inhibaient de fagon parfaite méme aprés vingt-quatre 
heures, nous trouvons dans ce cas-ci, aprés ce méme délai, un 
précipité tout aussi abondant que celui observé & ce moment 
dans la série des tubes témoins ne contenant pas de dinitro- 
paracrésol. La substitution d’un radical méthyle 4 un radical 
CO.H a donc entrainé, sinon la disparition, du moins une 
ATTENUATION notable des propriétés inhibitrices. 


Action de l’acide nitroaminosalicylique 
sur la précipitation. 


Nous avons vu précédemment, en étudiant les trois acides 
hydroxybenzoiques nitrés, que l’on pouvait en somme modi- 
fier les relations spatiales des différents radicaux sans porter 
atteinte aux propriétés spécifiques de ces corps. Ayant a notre 
disposition un produit aromatique possédant en plus des trois 
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radicaux substitués OH, NO, et CO.H dont nous venons de faire 
l’étude, un quatriéme radical NH,, nous avons voulu vérifier 
si l’adjonction de ce dernier avait une influence quelconque sur 
ces mémes propriétés. L’acide 2-hydroxy-3-amino-5-nitroben- 


NO. Re 


OH 
A 
CO,H 


zoique (produit B.D.H.) correspond au point de vue spatial a 
l’acide paranitrosalicylique. Il a été utilisé aux concentrations 
usuelles. I] est curieux d’observer que ce produit n inhibe pas 


la réaction de précipitation. 
SERUM 


n° 1 n° 2 n°? 3 n° 4 


Nilroséerum humain dilué en eau physiologique : 
4 


LET | RN Mgt ira ag get 4 # ae ie 
iW Coals ao. 3 ei 8 +++ ff eae Braet 
Nitrosérum humain dilué en acide nitroaminosalicylique : 
WEN Oe eat atte ae dee + st ae a, 
TAPCO Wars oem couter tc eo +++ +t teas Sei 


Remarquons que cette lecture est faite aprés vingt-quatre 
heures, celle exécutée aprés une heure montrait une inhibition 
relative, en ce sens que les tubes contenant les sérums 3 et 4 
en présence de l’acide nitroaminosalicylique étaient parfaite- 
ment clairs, la précipitation dans les tubes témoins étant, en 
ce qui concerne les mémes sérums, estimée & un +, il y avait 
un léger précipité (+) dans le cas des sérums 1 et 2(+ + dans 
les tubes témoins). Il se présente en somme ici le méme fait 
que pour le dinitrocrésol : retard de précipitation sans que l’on 
puisse déceler une inhibition compléte, absolue. Ce retard 
dans la formation des précipités ne se manifeste pas, bien 
entendu, en ce qui concerne la précipitation témoin du sérum 
humain par l’antisérum homologue. Tout se passe comme si 
le radical supplémentaire NH. empéchait |’adaptation parfaite 
entre la molécule aromatique et les groupements spécifiques 
des anticorps, adaptation qui est 4 la base de toutes les expé- 
riences d’inhibition. 
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Action des esters de l’acide nitrosalicylique 
sur la précipitation. 


Nous avons établi que l’introduction d’un radical acide subs- 
titué CO.H dans une molécule de nitrophénol confére & celle-ci 
une action empéchante trés nette. Cette action sera-t-elle 
conservée en estérifiant ce radical ? Nous avons eu recours au 
3-5 dinitrosalicylate de méthyle préparé selon la méthode 
décrite par Cahours [86]. 


La nitration s’opére en laissant tomber goutte A goutte dans un 
mélange a parts égales d’acides nitrique et sulfurique concentrés 1’ester 
méthylique de l’acide salicylique, la température étant maintenue aux 
environs de 2-3° par de la glace. Dés que l’addition d’une nouvelle quan- 
tité de salicylate détermine dans le mélange un trouble qui ne disparait 
plus, on ajoute 6 4 7 volumes d’eau refroidie, ce qui détermine 1’appa- 
rition d’un fort précipité jaune. Celui-ci est recueilli par filtration 
et dissous dans de l’alcool bouillant, Ja cristallisation s’y opére par 
refroidissement. Aprés trois cristallisations on obtient un produit presque 
incolore (Point de fus. +125° = point de fus. théor.). Ce produit est 
aisément soluble 4 Ja concentration de 0,5 millimole p. 100 en eau 
physiologique, en neutralisant au moyen de soude. 


Les essais d’inhibition ont donné les résultats suivants (lec- 
ture aprés vingt-quatre heures) : 


NITROSERUM HUMAIN SERUM DE CHEVAL 
dilué dilué 


: a en dinitrosalicylate CHO. GEL en dinitro- 
en eau physiologique de méthyle | physiolo- salicylate 
gique de méthyle 
+ a Ee TEE ae eS a Sérum Sérum 
Sérum n° 2{/Sérum n° 4}Sérum n° 2}Sérum n° 4| anticheval | anticheval J 


1/100 stele Sie Gag rh ete ae 
1/1.000 | +++ chat at eos + 


L’estérification du radical acide n’a pas altéré les qualités 
inhibitrices de l’acide nitrosalicylique. Gomme on pourra le 
constater ci-dessous on obtient des résultats absolument com- 
parables en ayant recours a lester phénylique de Vacide 3-5 
dinitrosalicylique, que nous avons obtenu par nitration au 
bain-marie du salol (recristallisation 4 partir d’une solution 
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acétonique). Ce produit est trés peu soluble dans |’eau physio- 
logique, il n’est pas possible d’obtenir une solution a 0,5 mil- 


NO,/ \NO, 


We 
CO, ae 
Nols b 
limole p. 100, nous avons donc utilisé une solution saturée, 
neutre au tournesol. Malgré cette diminution de concentration 
ce composé posséde des propriétés inhibitrices remarquables : 


NITROSERUM NITROSERUM 
dilué en eau physiologique dilué en nitrosalol 


Sérum Sérum Sérum Sérum Sérum Sérum Sérum Sérum 


4/4 .000 
1/10.000 


SERUM DE CHEVAL DILUS 


en eau physiologique en nitrosalol 
Sérum anticheval Sérum anticheval 


ae 
+++ 
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La nitrotyrosine libre et le méme corps combiné dans une 
molécule de protéine 4 d’autres acides aminés au moyen de 
liaisons peptidiques s’unissent tous deux aux anticorps spéci- 
fiques; dans le deuxiéme cas cette union se manifeste directe- 
ment par une précipitation, dans le premier cas il faut utiliser 
une méthode indirecte. I] est donc manifeste qu’une liaison 
peptidique ne modifie pas le pouvoir combinant de la nitrotyro- 
sine. Le fait d’observer que les dérivés nitrés du salicylate de 
méthyle et du salol possédent un pouvoir inhibiteur ne doit 


done pas nous étonner, bien qu’évidemment la liaison ne soit 
pas peptidique. 
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Action de l’acide nitroanisique sur la précipitation. 


Nous avons voulu rechercher |’influence de l’estérification du 
radical OH sur les propriétés inhibitrices. Nous avons eu 


CH, 


4 ee 


WZ 
CO,H 


recours 4 l’acide 3-nitro-4-méthoxybenzoique ou acide 3-ni- 
troanisique. Ce produit correspond a l’ester méthylique de 
Vacide 3-nitro-4-hydroxybenzoique, ce dernier acide présen- 
tant, nous l’avons vu, des propriétés inhibitrices trés nettes. 
Nous avons obtenu l’acide nitroanisique en nous servant de 
la méthode de Cahours-Salkowski [37-38], en remplacant tou- 
tefois Vhuile d’anis par 1’anéthol. 


On laisse tomber goutte A goutte l’anéthol dans 10 fois son poids 
d’acide nitrique chaud, a densité de 1,4, chaque goutte se dissout en 
crépitant. On continue jusqu’da ce que le crépitement cesse et que la 
dissolution ne se fasse plus. Cette opération s’accompagne d’un abon- 
dant dégagement de vapeurs nitreuses. On porte ensuite le liquide a 
l’ébullition pendant cing minutes ; on ajoute ensuite 3 volumes d’eau 
distillée. Il se forme un abondant précipité jaune citrin ainsi qu’un 
dépét piteux jaune orangé. On rejette ce dépét, on filtre et le précipité 
recueilli est dissous, aprés quelques lavages 4 ]’eau distillée, au moyen 
d’ammoniaque. La solution est reprécipitée aprés filtration, en acidifiant 
au moyen d’acide chlorhydrique. On répéte cette opération quatre fois 
et l’on obtient finalement aprés lavage prolongé a l’eau distillée du 
dernier précipité une poudre blanche cristalline dont le point de fusion 
est de +186°, ce qui correspond au point de fusion théorique de 
+186-187°. On établit une solution 4 0,5 millimole p. 100 en eau phy- 
siologique, en neutralisant au moyen d’un peu de soude. Ce liquide 
est 4 peine teinté en jaune trés pale, On établit des dilutions de nitro- 
sérum humain en eau physiologique et en solution d’acide nitro-ani- 
sique, ainsi que des dilutions de sérum de cheval dans ces deux solu- 
tions et l’on ajoute respectivement des sérums de lapin antinitrosérum 
de cheval et un sérum de lapin antisérum de cheval. 


Q( 
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Voici le résultat de la lecture aprés une heure de contact = 


NiTROSERUM HUMAIN SERUM DE CHEVAL § 
dilué dilué 


a 
en eau physiologique en acide nitre-anisique 
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gique 


eau ph 
lo 
Sérum 
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Nous constatons donc que l’estérification du radical OH 
entraine la perte du pouvoir inhibiteur que possédait l’acide 
3-nitro-4-hydroxybenzoique. Nous rapprochons ce résultat de 
celui que nous avait donné |’estérification du radical CO,H de 
Vacide nitrosalicylique ; cette opération n’avait pas altéré le 
caractére inhibiteur de cette substance. L’activité des groupe- 
ments spécifiques refléte, en somme, trés exactement la situa- 
tion des radicaux CO,H et OH de la nitrotyrosine dans une 
molécule protidique. En effet, dans ce cas, le radical CO,H n’est 
pas libre, il est en liaison peptidique avec un radical NH, d’un 
acide aminé voisin (& moins que la tyrosine ne soit en position 
terminale dans Ja molécule). Le radical OH, au contraire, est 
toujours libre. Les anticorps paraissent adaptés a ces situations 
essentiellement différentes, puisque l’estérification du radical 
CO.H ne modifie pas et que l’estérification du radical OH altére 
les propriétés inhibitrices. 


Action de la nitrophénylalanine et des acides nitrobenzoiques 
sur la précipitation. 


Les divers produits examinés jusqu’a présent appartiennent 
tous au groupe phénolique, ils possédent tous un radical OH 
substitué. Parmi ces corps, c’est évidemment la nitrotyrosine, 
existant 4 l’état combiné dans la molécule protidique, qui con- 
fére, en partie tout au moins, a la nitroprotéine sa chimiospé- 
cificité immunologique. Cependant, d’autres acides aminés, 
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également susceptibles de nitration, pourraient étre, pour une 
autre part, responsables de cette spécificité nouvelle. On songe 
a un acide aminé fort voisin de la tyrosine, la phénylalanine. 
A vrai dire, cet acide ne parait pas intervenir dans la xantho- 
réaction, c’est-a-dire que sa nitration ne fournit qu’un produit 
a peine coloré en jaune pale, ne virant pas au jaune orange en 
milieu alcalin. Toute participation de cet acide nitré aux réac- 
tions sérologiques ne doit pas étre rejetée a priori. Nous avons 
utilisé la 4-nitrophénylalanine, préparée selon la méthode 
d’Erlenmeyer [39]. Ce produit a été essayé, toujours en utili- 
sant la méme technique, en méme temps que les trois acides 
nitrobenzoiques : ortho, méta et para. Ces acides, ainsi que la 
nitrophénylalanine, sont & concentration de 0,5 millimole 
p. 100 en eau physiologique. Ainsi que le montre le tableau 
ci-dessous, ni la phénylalanine, ni les divers acides nitro- 
benzoiques, n’ont empéché la précipitation de s’effectuer. 


SERUM 


nn 


n° 5 n° 9 n° if D 


Nitrosérum humain dilué en A: Eau physiologique : 
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Nitroséum humain dilué en D : Acide métanitrobenzoique : 
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Nitrosérum humain dilué en E : Acide paranitrobenzotque : 
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Rappelons qu’outre la nitrotyrosine, divers acides hydroxy- 
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benzoiques inhibent nettement la précipitation du nitrosérum 
humain. Ces essais nous montrent donc que la présence d’un 
radical hydroxyle est essentielle pour conférer aux substances 
que nous venons d’envisager des propriétés inhibitrices. Les 
corps aromatiques qui en sont dépourvus ne s’unissent pas aux 
groupements spécifiques des anticorps ; nous pouvons en 
déduire que la phénylalanine nitrée, éventuellement présente 
dans une molécule de xanthoprotéine, n’intervient pas en tant 
que groupement antigénique. 


Action de la nitroarginine sur la précipitation. 


Bien que les méthodes de nitration relativement peu éner- 
giques utilisées pour l’obtention de protéines destinées a 
l’immunisation rendent peu probable la nitration de l’argi- 
nine, nous avons voulu cependant étudier l’influence de cet 
acide aminé nitré sur les réactions de précipitation des nitro- 
protéines par les immunsérums correspondants. Nous avons 
procédé a4 la nitration de l’arginine en utilisant la méthode 
décrite par Kossel [74] : on fait agir un mélange d’acide sulfu- 
rigue et d’acide nitrique sur larginine en refroidissant le 
mélange au moyen de glace. Le produit obtenu est une poudre 
blanche. Nous avons établi une solution en eau physiologique 
de cette nitroarginine d’une teneur de 1 millimole p. 100. Les 
réactions de précipitation, faites selon la méthode usuelle, nous 
ont donné les résultats suivants : 


SERUM 


noi n° 2 n° 3 n° 4 


Nilrosérum humain dilué en eau physiologique : 


ROO re ee en: = gies = Tyik 
AFA DOO: cela a aoe is pene Sh aes ease bisBe ie 
Nitrosérum humain dilué en nitroarginine : 

1 (LOO ce carte tapes Ye Pee es + ++ a pieeteets 
DEE Nis Wie og bo he go a ME ++ +++ +4 t+ 


Cet acide aminé non aromatique ne participe donc pas aux 
réactions sérologiques envisagées dans ce travail. 
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Action des aminophénols nitrés 
sur la précipitation spécifique. 


Les phénols nitrés n’exercent, nous l’avons vu, aucune 
influence inhibitrice sur la précipitation du nitrosérum humain 
par le sérum antinitrosérum de cheval ; il en est de méme du 
crésol nitré. Nous avons également recherché l’action des ami- 
nophénols nitrés. Tenant compte, d’une part, des trois posi- 
tions que peut affecter le radical NH, par rapport au radical OH 
et, d’autre part, des diverses positions que peuvent occuper 
les groupements NO,, il en existe de nombreux isoméres. Nous 
avons utilisé trois d’entre eux : l’acide picramique (4-6-dinitro- 
2-aminophénol), l’acide isopicramique (2-6-dinitro-4-amino- 
phénol) et, enfin, le 3-5-dinitro-4-aminophénol. Le premier 
de ces produits se trouve dans le commerce ; nous devons les 
deux autres & l’obligeance des Etablissements Meurice, qui ont 
bien voulu préparer et offrir ces produits. 

Ces divers produits ont été essayés sous forme de leurs sels 
de sodium. 

Les solutions 4 0,5 millimole p. 100 étant a la limite de 
solubilité de ces corps, on filtre ces solutions afin d’éliminer 
quelques grains non dissous. Mentionnons ici, uniquement, les 
résultats obtenus avec l’acide picramique, les résultats obtenus 
avec les isoméres étant d’ailleurs analogues. Comme toujours, 
la lecture est faite aprés séjour de vingt-quatre heures a la 


glaciére. 
SERUM 


n° i n° 2 n° 3 n° 4 


Nitrosérum humain dilué en eau physiologique : 


AV AOU ce lott se ce edeuse) b2 ---F-- ++ +44 eed 
WAL OOD 3 4 obese a's ++ +++ +++ aedLte 
Nilrosérum humain dilué en picramate de soude : 

UENO) 5 ols) © ae alc +-+ ++ +44 Beers 
ih /AV UU0, oamee Se peri ++. 44+ 4 2k, 


L’influence de ces produits sur la précipitation est donc 
nulle. Ces diverses substances étant des phénols aminés, il 
était possible, grace a l’azo-réaction, de les transformer en 
chlorures de diazonium correspondants et de les conjuguer a 
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des protéines (protéines du sérum de cheval ou du sérum de 
pore, par exemple). Comme Landsteimer et ses collaborateurs 
l’ont montré [69, 70], de telles azo-protéines sont antigéniques, 
les sérums obtenus par leur injection au lapin sont spécifiques 
pour toute protéime & laquelle le méme noyau aromatique a 
été conjugué 

Nous avons voulu voir si : 1° les sérums antinitrosérum de 
cheval précipitaient une azo-protéine obtenue en conjuguant 
de l’acide picramigue (ou ses isoméres) & du sérum de pore ; 
2° si, inversement, un immunsérum obtenu par injection au 
lapin de sérum de cheval conjugué & l’acide picramique (ou & 
ses isoméres) précipitait le nitrosérum humain. Dans |’un et 
l'autre cas, nous opérons au moyen de protémes enrichies en 
groupements phénoliques. nitrés. 


La préparation du chlorure de diazonium se fait comme d’habitude en 
traitant une solution de l’aminophénol nitré dans de l’acide chlorhy- 
drique (0 gr. I, soit environ 0,5 millimole d’acide picramnique) par la 
quantité équimoléculaire de nitrite de soude, le mélange étant nraimte- 
nant 4 une température inférieure a4 +5°. Quand la diazotation est 
achevée on verse le liquide dans 100 cent. cubes de sérum de cheval ou 
de porc selon le cas, alcalinisés au moyen de soude. On purifie l’azo- 
protéine par précipitation A l’acide acétique et a l’alcool, on dissout 
finalement la substance dans un léger excés d’alcali que 1l’on neutra- 
lise soigneusement ensuite, on porte le volume du liquide 4 100 cent. 
cubes. et l’on isotonise aw moyen de chlorure de sodium. 


Nous avons imjecté a quatre lapins le produit obtenu en 
conjuguant l’acide picramique & dw sérum de cheval. Dix jours 
aprés la derniére des six injections intraveineuses de 5 cent. 
cubes, espacées de deux ou trois jours, ces lapins sont saignés 
a Voreille, le sérum recueilli est essayé aprés chauffage a 56°. 
Trois des lapins ont. donné des sérums. précipitant. convenable- 
ment l’antigéne : acide picramique conjugué a du sérum de 
porc. Ces sérums ne précipitaient pas, d’autre part, le sérum 
de pore normal. Nous avons en méme temps essayé ces mémes 
sérums vis-a-vis du nitrosérum humain. Les résultats (lecture 
de vingt-quatre heures) sont consignés dans le tableau ci- 
apres. : 

Ces résultats ont été obtenus au moyen de sérums qui sont, 
en principe, spécifiques pour un groupement phénolique nitré 
‘ou pour un aminophénol nitré). Rappelons que Landsteiner a, 
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SERUM 
EE 
n° 1 n° 2 n° 5 


Antigéne : acide picramique-azo-sérum de pore : 


SUD) B'S <a OM tices Seen ++ ++ + 

AVA ONO Mey eae Me gs: Se Aids? te reptcitss ken 2 ++ + +++ 

ULL UES TN Uno Sa Sta St Es ea a ae “{ ote 
Antigéne : nitrosérum humain : 

AHO ONS RS Bamee fer Sta ee igs ee) ee ee os = _ a == 

TAL NUTONE & 59m tach aid ee ae rn Fee _ — - 

A ON OCO Mme Rake ane) sks ies: caps — _ — 


par exemple, montré que la précipitation spécifique par un 
‘sérum antiacide para-amino-benzoique était inhibée non seule- 
ment par l’acide en question non conjugué, mais également 
par l’acide benzoique. De tels sérums ne précipitent pas une 
nitroprotéine. Nous avons vu que la précipitation spécifique 
des nitroprotéines n’était pas inhibée par la présence de nitro- 
phénols et d’acide picramique. Ces résultats concordent donc. 
Notons, en passant, que ces mémes sérums antiacide picra- 
mique-azo-sérum de cheval précipitent également le sérum de 
porc conjugué a l’acide isopicramique et au _ 3-5-dinitro- 
4-aminophénol, ainsi que le montre le tableau suivant : 


SERUM 
a ea 
n° 1 n° 2 n°? 5 


Antigéne : acide isopicramique-azo-sérum de pore : 


UERODE ois Se os be Oe Oe CoS er Om SPaP hf te 

AYO 0S epee siete ey eee. ay ee ++ 4 she 

BUD CUD) cogs Se eeloO ol au eta 9o. soe Geer ome — ap + 
3-5-dinitro-4-aminophénol-azo-sérum de pore 

CU so 3" Sena (ale wo et Si ciel rcaro acter 4-+ + + 

NPN ANOD ses ae. (Breage Ou schuich “GaOh Cw on OmSy ie Ic ++ =| ++ 

AOS, 3S oa 8) 6 ae. g Ube Geo aeeians — + + 


L’acide picramique étant nitré en position 4 et 6, ces inter- 
réactions avec l’acide isopicramique nitré en position 2 et 6 ne 
doivent pas étonner ; Landsteiner a d’ailleurs observé des 
précipitations de protéines conjuguées a l’ortho et a la méta 
nitro-aniline par un sérum obtenu en injectant de la para 
nitro-aniline conjuguée 4 du sérum de cheval. La position du 
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radical NO,, en se modifiant, n’influence pas nettement la 
spécificité, l’intensité des précipitations est cependant dimi- 
nuée. Faisons, a présent, l’expérience inverse : essayons 
laction de l’antinitrosérum de cheval sur l’acide picramique 
conjugué a du sérum de porc. Nous avons vérifié préalable- 
ment que les immunsérums en question ne précipitaient pas 
le sérum de pore normal. En méme temps que l’acide picra- 
mique, nous avons essayé comme antigénes l’ortho, la méta 
et la para nitro-aniline conjuguées a du sérum de porc. Disons 
que ces essais ont été entiérement négatifs, les sérums anti- 
nitrosérum de cheval ne précipitaient aucune de ces azo- 
protéines, quelle que soit leur dilution. Nous avons précé- 
demment noté que l’acide 5-nitro-2-hydroxybenzoique exercait 
une action empéchante fort nette sur la précipitation spéci- 
fique du nitrosérum humain, mais que |’acide 3-amino-5-nitro- 
2-hydroxybenzoique ne possédait plus cette action. Nous avons 
attribué la perte de ce pouvoir inhibiteur 4 la présence du 
radical supplémentaire NH,. Nous avons procédé a des essais 
de précipitation d’un antigéne formé par la conjugaison de 
cet acide nitrosalicylique aminé a du sérum humain, les 
immunsérums étant des antinitrosérums. Comme le montre 
le tableau ci-dessous, le protide auquel on a incorporé, par 
l’azo-réaction, des groupements hydroxybenzoiques nitrés 
n'est pas précipitable par les sérums antinitrosérums. Cette 
expérience nous montre que la transformation du groupement 
aminé en liaison diazo ne fait pas récupérer a l’acide hydroxy- 
benzoique son pouvoir réactionnel vis-a-vis des antinitro- 
sérums. 


SERUM 
a 
Te no 2 n° 5 
Antigéne : nitrosérum humain : 
1 MO 0p RE Sa sromctay hea Woke a ee ee. a +. piel 
A (Al SQ OOK yest tale dvsas, cite st cal epueeeiores +++ $44 peel 


Antigéne : acide nilrosalicylique-azo-sérum humain : 


CLIMAT TONKINOIS 
ET RAGE EXPERIMENTALE DU LAPIN 


Par J. DODERO. 


(Institut Pasteur de Hanoi.) 


L’influence des phénoménes cosmiques et météorologiques 
sur les microbes, les virus, les maladies (6pidémiques ou non) 
est un fait d’observation bien connu des bactériologistes, des 
médecins et des épidémiologistes. Nous avons pensé qu’il pou- 
vait étre intéressant de rechercher quelle était l’action du 
climat, des saisons, des changements de saison sur 1’évolution 
de la rage expérimentale du lapin (4). Notre étude était justi- 
fiée étant donné le grand nombre d’animaux observés (7.200) 
et l’étendue de la période sur laquelle elle a porté (cing ans). 
Le fait d’avoir expérimenté selon un protocole immuable avec 
un virus a caractéres bien déterminés (2) et sur des animaux 
sélectionnés d’une facon identique, réduit au minimum les 
coincidences et les hasards de série. 

Nous nous sommes servi, dans nos expériences, des lapins 
inoculés avec du virus rabique fixe en vue de la préparation 
du vaccin pastorien. Le virus utilisé est le virus fixe de Paris, 
entretenu au Tonkin depuis quarante ans et provenant de cer- 
veaux de passage (2.278° en mai 1938) stériles, ayant séjourné 
au moins quarante-huit heures en glycérine neutre au frigi- 
daire & +2° Les lapins, d’un poids moyen de 14 kilogr. 800, 
ont toujours été inoculés sous la dure-mére avec 0c. c. 3 d’une © 
émulsion centésimale de bulbe de passage. Si notre virus, 
conservé in vitro, a pu étre soustrait & l’action des facteurs 
lumiére, humidité, température, il n’en a pas été de méme 


(1) Une étude semblable a déja été publiée pour Lyon par le profes- 
seur Rocuarx, dans le Mouvement Sanitaire de juin 1937. 
(2) Grenevray et Dovero. Le virus fixe de Hanoi. Ces Annales, décembre 


1936. 
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pour nos animaux qui ont séjourné dans un local soumis aux 
différentes variations atmosphériques. 

Nous avons étudié l’influence des saisons et du changement 
des saisons sur la durée d’incubation de la rage et sur la mor- 
talité précoce des animaux de passage. 

On peut distinguer au Tonkin trois saisons caractérisées de 
Ja facon suivante : 

Une saison fraiche et humide (crachin), de février 4 avril; 

Une saison trés chaude et pluvieuse, de mai a octobre, qui 
est 1’été tonkinois ; 

Une saison fraiche et séche de novembre & janvier, qui est 
Vhiver tonkinois et correspond & lautomne de France. 

Nous avons déterminé la durée moyenne d’incubation (3) 
de la rage pour chaque mois de l’année. Les résultats sont 
groupés dans le tableau suivant 


TasLteau I. — Durée moyenne d@’incubation en jours. 
Période 1933-1937. 
JON VIET hh ces Al er a ok a ee Siok cake ee 5,62 
GVIlers«, . cathe aac mch i aac re ee es eee ty due Te OOg 
1 eae a ie See a RR fee ie sea rar USN NA SU ew Bele. 5,67 
ANS et Eas ee ay oe ee hee eee ea 5,13 
Mai gis si. ec vctae canto kok acy see ee coe aes 5,60 
WUD igs, ape onapta ec ne ene a Rage cee a ae re aS 5,26 
Juillete \, 0 ee, GOS es tte ae Pee ee eee 5,30 
AGT Saws 01, Paton ae ROaee ofa le MRE Suncare Oona ena Lett) 
Septembre. <vaiey see Sete oa eer ea aaa ee, cai 5,34 
OCOD Gr cd! > cvs al Gh A cats cle the na en Cm 5,39 
INOVGMIIDIOS saith Aca ent Goa) een ee, er 5,40 
Decembrem sy weeeios. G0) wren tet heh oe ee eer 5,62 


Il résulte du graphique I que la période d’incubation croit 
et passe par un maximum pendant la saison fraiche et humide, 
décroit et passe par un minimum pendant la saison d’été, 
croit pendant la saison fraiche et séche. L’incubation décroit 
brusquement quand on passe de la saison fraiche a la saison 
chaude et croit nettement quand on passe de la saison chaude 
(été) a la saison fraiche (automne). 

Comme nous n’utilisons pour le traitement que les moelles 
des lapins paralysés que nous sacrifions, il nous a été impos- 


(3) Nous entendons par durée d’incubation ]’intervalle compris entre 
Vinoculation et le moment ot le lapin est couché paralysé. 
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sible d’étudier les variations de la durée de la maladie, mais 
il nous a été permis d’établir les pourcentages des animaux 
paralysés morts précocement, c’est-d-dire avant le moment 
prévu pour leur démoellation. 

En définitive, les pourcentages ci-dessous se rapportent a 


Jours | Jan. Dec. | Jany. 


Weteoos acuoe SPs Reser eee sae See eee ae 
Saison fraiche Saison lrés chaude et pluvieuse 
et humide 


Dates ee eR a a 
Saison fraiche 
ef séche. 


Fig. t. 


des animaux dont la période d’état a été anormalement 
écourtée par l’action des facteurs climatiques. 


TasLeAu II]. — Pourcentage de mortalité précoce. 
Période 1933-41937. 

GET ONTHETR. 3. ce OG. see ole «Ee SOE tere ers ta ee a 42,4 
HRCA LG eras Ui yee mat ct ce tutor Rt Ay Sue AR Batley fa es aes 7,8 
ATES 2. ie Saat cet DS eS on 2 Sn oR ree mae oe 10,2 
ASV tl | er Me oe PR Ce bei B ee hey er oo en Se 10,6 
VEG eer en tree cna Ste sha chet odie Gn GON age we 40 

JETT oe eu ke Se en 13,6 
JIGS ng ME ess cena thet cnt oa ae en en eae A2N3 
ANQUWEE? on Se be bee bo le Sea tes I re at ea ee re ae 14,4 
SOL CMU aera mieten, To) esate Wing! on ein Puie Be co Wh Rn a8 
(CLOW RCymNewe emt era ke toe hee Mat ee tetiots) nae wilde 17,4 
ING Wien ane awe tamer at ia a te Ric ree, tere orks Call cs 41,5 
DECeMiremee weer) Na coe! ge ed es Re ee yn) 


Il résulte du graphique II que la mortalité précoce baisse 
brusquement quand on passe de la saison fraiche et séche a 
Ja saison fraiche et humide, qu’elle croit pendant 1été ot elle 
atteint son maximum et décroit brusquement quand on passe 
de 1’é6té a la période fraiche et séche (automne). 
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Nous avons recherché si les décés par rage chez les mordus 
traités étaient plus fréquents & une certaine époque de l’année. 


% |Jan.| Fev. | Mars Oct. 1c. | Jany. 


BPN UEFA’ OO 
eee ee 


Bey ra seenaces pre Gnaon cratche 
et humide et seche 


Saison lrés chaude ef pluvieuse 
Fic. 2. 


4 


Les pourcentages se rapportant 4 95 cas de la période 
1926-1937 se répartissent ainsi 


TasLeAu lil. — Pourcentage des mordus traités morts de rage. 
Période 1926-1937. 
SQMVICL cmt Coe toy tes as eg at heat once eee oe ene 6,3 
Féyrie? suas, SEL at oh cpe. cally. agatha ogee el Lee Wee} 
Mars 0 282) eo 2 SCT RR Sr eee eee ee 6,3 
UNV TH aj Ko Se, aa bree Nel Seca oh sae RE Roker ee eee ge 445 
LE Cee ae Cee ee EDP Oy oa crete Rots Gk See 
ALN 10 cae enn setae ME EE REE sets Ana? tie Chk be 6,3 
SUELO Gy tS oy Gta tee eo roe ey toy chet cement i er 14,6 
UU ee ee re ae ee ee EE tis ety el aly = 18 
Septembre haea om + See 6 ee mene 6,3 
Octobre.),....3 cece Shan cnet ele oe SANG 
INOVEDQDIC.. crs, one ater panies Dk ee ee eas 
DEéCeMDre inn Bias ees ee, O, e nee eees 8,4 


Le graphique III montre que la mortalité atteint son maxi- 
mum en juillet et qu’elle présente deux poussées situées l'une 
en avril, l’autre en octobre. Aux changements de saison : cra- 
chin-6té et 6été-saison séche, les pourcentages de mortalité 
baissent brusquement ; le méme fait s’observe pour les lapins 
de passage (voir graphique II). 

En résumé, la durée moyenne d’incubation de la rage a virus 
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fixe du lapin diminue brusquement quand on passe de la 
période du crachin a la saison chaude (été) et augmente nette- 
ment quand on passe de 1’été & la saison fraiche et sdche (chan- 
gement estivo-automnal). La courbe de la mortalité précoce 
des animaux de passage va en croissant depuis la période du 


| 


Jon. | Fev. | Mars | Avril | Mai | Juin | Juil! | Aovt | Sept. ic. | Jonv. 
So 
17 
46 | 
bine 
44 
r3| 
12 
“ 
40 
v) 
8 
yf je - - -- -- es ~~ + He + ee - - -- me 
Saison fraiche Saison frés chaude et pluvieuse Saison frais 
et humide et seche 
Fic. 3. 


crachin ot elle passe par un minimum jusqu’a la saison chaude 
et pluvieuse (été) ot elle présente un maximum. 

Le passage de la saison séche a la saison du crachin et le 
passage de |’été 4 la saison séche s’accompagne d’une chute 
brusque des pourcentages de la mortalité précoce chez les ani- 
maux de passage. 


RECHERCHES SUR LA TOXINOGENESE TETANIQUE (’) 


par A.-R. PREVOT. 


Les irrégularités bien connues de la toxinogenése tétanique 
nous ont incité 4 rechercher quelques-unes des causes pouvant les- 
provoquer, et, autant que faire se peut, une méthode susceptible 
de les éviter. 

A. Dans une série d’expériences préliminaires, nous avons vu 
qu’un milieu a base de digestion chlorhydropepsique de viande 
et de foie de boeuf, ensemencé avec une souche trés toxigéne, 
donnait, aprés douze jours de culture, une toxine extrémement 
faible, titrant 3 unités antigéniques, et tuant le cobaye de 
350 grammes au 1/2.000 cent. cube en quatre a cing jours. Le 
pH final d’une telle culture est trés élevé : 7,8 a 8,4 et la raison 
de cette alcalinité est une production trés importante d’ammo- 
riaque, et ceci, méme quand on part d’un pH initial trés bas (5,8). 

B. Le méme milieu, muni d’un tampon analogue a celui que 
Berthelot, Ramon et M"® Amoureux ont utilisé pour leur bouillon 
tétanique de rate, est susceptible de donner, avec la méme souche, 
des toxines trés fortes. Voici la formule a laquelle nous avons 
aboulti aprés un an de recherches portant sur 48 séries d’expé- 
riences : Phosphate monopotassique, 2 gr. 5; Pyruvate de 
sodium, 1 gramme ; Glucose anhydre, 10 grammes; Eau, qu. s. 
f. 30 cent. cubes. On stérilise 4 110° et on ajoute a 1 litre de 
bouillon. Ce tampon permet de partir du pH initial 6,4, et 
d’aboutir 4 un pH final 6,8. Cette méthode nous a permis de 
fournir environ 100 litres de toxine par semaine, titrant en 
moyenne 40 unités, et ayant donné des productions titrant 42, 
45 et 54 unités antigéniques correspondant a des DMm de 
1/100.000 de centimétre cube, 1/120.000 de centimétre cube et 
1/150.000 de centimetre cube. 

C. L’étude de l’action de chacun des composants du tampon 
nous a montré que le phosphate agit purement et simplement 
comme un tampon de pH : son action est de saturer l’ammoniaque 
libéré et de permettre a la culture d’évoluer de pH 6,4 a pH 6,8. 
Le pyruvate et le glucose, tous deux éléments nutritifs (sources 
de carbone) agissent en plus comme systéme redox ; dans notre 
milieu, les meilleures toxines se sont produites 4 un rH < 38,1. 
Le glucose et le pyruvate permettent aux milieux de s’ajuster 


(*) Communication au I* Congrés des Microbiologistes. 
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aulomatiquement a rH < 3,1 dés les premiéres heures, bien que 
le bouillon au moment de l’ensemencement soit A un rH > 7 ou 8. 

D. Malgré ces conditions, il arrive que l’ensemencement d’un 
lot normal donne une toxine trés faible : 9 et méme 6 unités. 
Dans ces cas, nous avons pu évaluer la part de responsabilité 
incombant a la souche elle-méme : ayant été obligé de repiquer 
souvent la méme souche au début de notre production, nous avons 
vu apparaitre dans les géloses profondes de contréle la dissocia- 
tion des colonies signalée par Condréa : grosses colonies nor- 
males toxigénes et petites colonies anormales, ne fournissant 
presque pas de toxine : colonies oligotoxigénes. L’étude de ces 
petites colonies oligotoxigénes nous a montré : 1° Que leur 
culture comparativement aux colonies normales fournit une 
toxine 100 fois moins forte. 2° Qu’elles ont partiellement ou tota- 
lement perdu leur fonction réductrice; alors que les grosses 
colonies réduisent le rouge neuire, les petites ne réduisent plus le 
bleu de Nil rH = 9,2. De plus, les cultures pures de colonies 
oligotoxigénes ne fermentent presque plus le glucose: ces 
colonies sont le résultat d’une mutation par « perte de fonction » : 
disparition partielle ou totale de la déhydrogénase. 

E. Enfin, ’emploi d’un tel milieu donne une toxine qui pré- 
sente fréquemment le phénoméne de double zone de floculation. 
Cela nous a permis d’étudier : 1° le mode d’apparition des deux 
zones en fonction de |’age de Ja culture : l’antitoxine est d’appa- 
rition relativement précoce et atteint son maximum vers le hui- 
tiéme jour a la phase de stabilité de la population bactérienne ; 
Vantigéne provoquant la floculation dite paradoxale apparait tar- 
divement, a la phase de mortalité logarithmique ; 2° le rythme 
de chacune des deux floculations en fonction du temps (courbes 
reguliéres permettant une discrimination rapide et facile) ; 3° (en 
collaboration avec J. Pochon), la nature de la floculation dite 
taradoxale, qui n’est que la floculation spécifique de l’antigéne 
flagellaire avec lanticorps homologue. 


ERRATA 


Article S. Winocrapsky, ces Annales, 61, 1938, p. 731. 

Page 746, 36° ligne : aw lieu de sels organiques, lire sels inorganiques ; 
38° ligne, au lieu de butylique, lire butyrique. Page 747, 6° ligne, au leu de 
nitratation, lire nitritation; au liew de de doses, lire d'une dose. 


Le Gérant : G. Masson, 


Paris. — Anc»* imp. de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette. 
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